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/D*O\FRJqQH6\QWKDVH.LQDVHȕ : une nouvelle voie de survie des cellules souches de 
Leucémies Aiguës Myéloïdes 
Les leucémies aiguës myéloïdes (LAM) sont des hémopathies malignes hétérogènes clonales 
GXHV j OD WUDQVIRUPDWLRQ G¶XQH FHOOXOH VRXFKH hématopoïétique (CSH) ou d'un progéniteur déjà 
commis vers la lignée myéloïde. Un des problèmes majeurs du traitement des LAM est la récurrence 
de la pathologie post-chimiothérapie. En effet, après une première réponse favorable, 60% des patients 
rechutenW FDU OH WUDLWHPHQW Q¶D SDV pOLPLQp OHV FHOOXOHV VRXFKHV OHXFpPLTXHV &6/ SRSXODWLRQ UDUH
FDUDFWpULVpHSDUGHVFDSDFLWpVG¶DXWR-renouvellement et de reconstitution leucémique après greffe chez 
O¶DQLPDO /HV &6/ VRQW SURWpJpHV SDU OHXU pWDW GH TXLHVFHQFH de résistance au stress grâce aux 
LQWHUDFWLRQV DGKpVLYHV TX¶HOOHV pWDEOLVVHQW DYHF OHV GLIIpUHQWV FRPSRVDQWV GX PLFURHQYLURQQHPHQW
médullaire. L'amélioration du pronostic des LAM requiert l'éradication des CSL HWO¶pSDUJQHGHV&6+
ce qui suppose une connaissance de leurs signaux spécifiques de survie.  
 
'DQVODOLWWpUDWXUHODJO\FRJqQHV\QWKDVHNLQDVHȕ!*6.ȕHVWGpFULWHFRPPHXQUpJXODWHXU
important des interactions adhésives et du cytosquelette, et des voies de survie notamment proximales 
en aval dHVUpFHSWHXUVGHPRUW'HSOXVVRQDFWLYLWpPpWDEROLTXH ODSODFHj O¶LQWHUIDFHGHUpSRQVHV
cellulaires face au stress oxydant ou nutritif. Enfin, son implication au niveau de la régulation des 
voies morphogènes et de la réponse inflammatoire supporte son rôle potentiel dans le contrôle des 
interactions des CSL avec leur microenvironnement. 
 
'¶DSUqV OHVGRQQpHVSXEOLpHVSUpFpGHPPHQWSDU O¶pTXLSHPRQWUDQWTXH*6.ɴ représente une 
nouvelle voie de chimiorésistance des cellules leucémiques adhérentes, et cellHV G¶DXWUHV pTXLSHV
VXJJpUDQW TXH O¶LQKLELWLRQ GH *6.ɴ Q¶HVW SDV GpOpWqUH SRXU OHV &6+ QRXV DYRQV DORUV pPLV
O¶K\SRWKqVHTXH*6.ȕSRXUUDLWUHSUpVHQWHUXQHFLEOHWKpUDSHXWLTXHGHV&6/ 
 
Dans un premier temps, nous avons analysé les grandes étapes mécanistiques de la mise en place 
de la voie GSK3ɴ GDQV OHV FHOOXOHV OHXFpPLTXHV DGKpUHQWHV$LQVL QRXV DYRQV UpYpOp TX¶XQH YRLH
RACK1/PP2A/GSK3ɴ VSpFLILTXHGHO¶HQJDJHPHQWGHO¶LQWpJULQHɲ5ɴUpJXOHO¶DFWLYDWLRQGH*6.ɴ 
par déphosphorylation et la survie des cellules leucémiques adhérentes. De plus, nous avons montré 
TXHGDQVGHVFRQGLWLRQVG¶DGKpVLRQVXUPDWULFHGHILEURQHFWLQHOHV&6/DXJPHQWHQWOHXUH[SUHVVLRQ
de la protéine adaptatrice RACK1 et la forme activée de la phosphatase PP2A. De façon intéressante, 
seules les CSL de patients LAM de sexe féminin requièrent cette voie pour leur survie et leur 
FKLPLRUpVLVWDQFH$ O¶RSSRVp OHV&6+GH GRQQHXUV VDLQV GH VH[HPDVFXOLQ SRXUUDLHQW GpSHQGUH GH





,OV¶DJLt de la première démonstration du rôle pro-survie de GSK3ɴ et de RACK1 dans les CSL 
HW GH O¶DVSHFW VH[Xp GH OD UpSRQVH DSRSWRWLTXH GDQV OHV /$0 (WDQW GRQQp TXH QRV UpVXOWDWV
préliminaires indiquent que les différences observées entre les sexes sont intrinVqTXHVHWQRQG¶RULJLQH
hormonale, et que la bibliographie récente souligne le rôle pro-tumoral de GSK3ɴ dans les cellules 
souches pré-cancéreuses, les perspectives de recherche de notre travail pourraient être de comprendre 
les mécanismes de leucémogenèse spécifiques à chaque sexe. Ce travail pourrait alors éclairer le rôle 









Glycogen Synthase Kinase 3 ȕ: a new pathway for leukemic stem cell survival in Acute 
Myeloid Leukemia 
Acute myeloid leukemia (AML) are malignant clonal hemopathies resulting from the 
transformation of hematopoietic stem cell (HSC) or derived progenitors. The main reason of adverse 
prognostic in AML is recurrence of the pathology, post-chemotherapy. Relapses occur in 60% AML 
patients since leukemic stem cells (LSC), rare cells with self-renewal and engraftment properties, have 
not been eradicated by current therapy. Resistance of LSC is supported by quiescence and adhesive 
interactions with bone marrow microenvironment. An improved prognostic for AML patients warrants 
a better knowledge of specific survival pathways in LSC and HSC. 
The Glycogene Synthase Kinase 3ȕ (GSK3ȕ) is a key regulator of adhesive interactions, 
cytoskeleton reorganization and cell survival pathways such as death receptors signaling. Moreover, 
GSK3ȕ is a metabolic enzyme playing a central role in cell responses to oxidant or nutritive stress. 
Importantly, its implication in morphogen and inflammatory signaling pathways suggest that GSK3ȕ 
could regulate dialogue between LSC and microenvironment. 
Our team having previously shown a new pathway of adherent leukemic cells chemoresistance 
through GSK3ȕ activation, and others having demonstrated that GSK3ȕ inhibition is not deleterious 
for HSC, our objective was to evaluate whether GSK3ȕ could represent a new therapeutic target in 
LSC. 
Firstly, we have delineated major steps in the set-up of GSK3ȕ-dependent survival pathway in 
adherent leukemic cells. Thus, a RACK1/PP2A/GSK3ȕ pathway, specifically activated upon 
engagement of Į5ȕ1 integrin, was shown to up-regulate GSK3ȕ through its dephosphorylation and to 
control cell survival. Moreover, in adhesive conditions on fibronectin matrix, adaptor protein RACK1 
and activated phosphatase PP2A are increased in LSC. Strikingly, only LSC from female AML 
patients are dependent on GSK3ȕ for their survival and chemoresistance. Conversely, male HSC could 
trigger this survival pathway in adhesion suggesting that a phenotypic switch occurs in both sexes 
upon leukemogenesis. Lastly, we found that a flavonoid with anti-oxidant and anti-inflammatory 
properties induces specifically apoptosis in LSC that survive through GSK3ȕ activation. 
It is the first demonstration that GSK3ȕ and RACK1 have pro-survival role in LSC, and that 
apoptotic responses could be gender-determined in AML. Since our preliminary results are not in 
favor of the GSK3ȕ survival pathway regulation by sexual hormones, and others having recently 
demonstrated the pro-tumor role of GSK3ȕ in precancerous stem cells, future research could explore 
gender-specific mechanisms of leukemogenesis. Thus, GSK3ȕ involvement in growing number of 
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La dissection des processus oncogéniques qui convertissent les cellules normales en cellules 
cancéreuses est cruciale pour une meilleure compréhension des mécanismes de la transformation et in 
fine pour le développement de thérapeutiques anti-cancéreuses plus efficaces. En effet, un des 
problèmes majeurs rencontré actuellement dans le traitement des cancers est la récurrence de ces 
pathologies suite à la thérapie. Après une première réponse favorable les patients rechutent car le 
traitement n'a pas pu éradiquer les cellules initiatrices du cancer (cellules souches cancéreuses). Ces 
FHOOXOHV VRXFKHV DXUDLHQW HQ HIIHW PDLQWHQX DQRUPDOHPHQW GHV FDSDFLWpV GH VXUYLH HW G¶DXWR-
renouvellement lors de leur différenciation à la suite de modifications génétiques et 
microenvironnementales. Ces modifications pourraient perturber le mécanisme de différenciation et 
GRQF DERXWLU j OD IRUPDWLRQ G¶XQH SRSXODWLRQ KpWpURJqQH DX VHLQ GH OD WXPHXU RX UpVLGH XQH VRXV
population minoritaire de cellules souches cancéreuses, qui serait exclusivement responsable de 
O¶LQLWLDWLRQHWGHODSURSDJDWLRQGHODPDODGLH 
1RWUHPRGqOHG¶pWXGHHVWXQsous type de leucémie, appelée Leucémie Aiguë Myéloïde (LAM), qui 
FRQVWLWXH XQ PRGqOH GH FKRL[ SRXU GHV UDLVRQV WKpRULTXHV HW SUDWLTXHV (Q HIIHW O¶KpPDWRSRwqVH
normale et leucémique sont des processi bien caractérisés, dont il existe des modèles in vitro et in vivo, 
GDQV OHVTXHOV OHV FHOOXOHV VRXFKHVQRUPDOHV HW OHV FHOOXOHV VRXFKHV OHXFpPLTXHV VRQWGpMj O¶REMHWGH
nombreuses études et constituent aussi des modèles dans le domaine de la compréhension des cellules 
souches adultes. 
Les Leucémies Aiguës Myéloïdes sont des hémopathies malignes clonales dues à la transformation 
G¶XQH FHOOXOH VRXFKH KpPDWRSRwpWLTXe ou d'un précurseur déjà engagé vers la lignée myéloïde. Des 
dérégulations épigénétiques et génétiques conduisent à un blocage de la différenciation cellulaire et à 
une prolifération incontrôlée aboutissant à une accumulation de progéniteurs hématopoïétiques 
LPPDWXUHV /¶KpPDWRSRwqVH OHXFpPLTXH VH GpYHORSSH HQ JpQpUDO Gans la moelle osseuse et inhibe 
O¶KpPDWRSRwqVH QRUPDOH /HV WUDLWHPHQWV DFWXHOV VRQW EDVpV HVVHQWLHOOHPHQW VXU O
XWLOLVDWLRQ
d'anthracyclines qui ciblent les cellules leucémiques proliférantes. Après une première réponse 
favorable à la chimiothérapie, 60% des patients rechutent avec un très mauvais pronostic de survie. 
Cette grave complication est due aux cellules souches leucémiques résistantes à la thérapie. 
Les cellules souches leucémiques résistent aux drogues de chimiothérapie en raison de leur état de 
quiescence et de survie supporté par les interactions adhésives de la niche médullaire. Les propositions 
WKpUDSHXWLTXHV SRXU OHYHU OD UpVLVWDQFH GpSHQGDQWH GH O¶DGKpVLRQ GHV FHOOXOHV VRXFKHV OHXFpPLTXHV
visent à moduler les interactions entre les récepteuUVG¶DGKpVLRQHW OHVWURPDRVWpREODVWLTXHULFKHHQ
fibronectine de la niche médullaire ou à induire la différenciation/prolifération des cellules souches 
leucémiques. &HSHQGDQW HQ UDLVRQ GH O¶KpWpURJpQpLWp pWLologique et phénotypique des LAM, ces 
innovations thérapeutiques ne sont pas systématiquement efficaces. Une autre option thérapeutique 




consiste en un ciblage des signaux spécifiques de la survie des cellules souches leucémiques 
permettant leur éradication mais aussi O¶pSDUJQHGHVFHOOXOHVVRXFKHVKpPatopoïétiques normales et la 
UHVWDXUDWLRQGHO¶KpPDWRSRwqVHQRUPDOH 
/¶pOLPLQDWLRQGHVFHOOXOHVVRXFKHVOHXFpPLTXHVVXSSRVHdonc une connaissance des voies spécifiques 
de signalisation qui supportent leur survie. La suractivation du facteur de transcription NF-kB est une 
caractéristique qui différencie les cellules souches leucémiques des cellules souches hématopoïétiques 
normales. $ FH WLWUH OHV WUDYDX[ DQWpULHXUV GH O¶pTXLSH RQW montré que dans les cellules souches 
leucémiques adhérentes et privées de facteurs sériques, la glycogène synthase kinase 3 ɴ (GSK3ɴ) 
pouvait être un régulateur majeur de O¶DFWLYDWLRQGH1)-ʃB. 
La GSK3ɴ est une sérine thréonine kinase située au carrefour de multiples fonctions cellulaires telles 
que le métabolisme, la prolifération, l'adhésion et la survie cellulaires. Son activation est corrélée à un 
pWDW GH UpVLVWDQFH j O¶LQVXOLQH GH TXLHVFHQFH HW GHPRUW RX GH VXUYLH FHOOXODLUH VHORQ le contexte 
cellulaire. GSK3ɴ est surexprimée et suractivée dans certains cancers (pancréatiques, coliques et 
ovariens) et régule des mécanismes de résistance aux drogues de chimiothérapie ou aux récepteurs de 
mort cellulaire. Récemment, GSK3ɴ a été impliquée dans la leucémogenèse. 
1RXV DYRQV DORUV pPLV O¶K\SRWKqVH TX¶XQH modulation de *6.ȕ pourrait avoir des conséquences 
importantes sur les FDSDFLWpVG¶DXWR-renouvellement, de différenciation, de survie et de résistance au 
stress des CSL. 
$ILQ G¶DERUGHU OD TXHVWLRQ GH O¶LPSOLFDWLRQ GH *6.ȕ GDQV OD UpVLVWDQFH GHV &6/ QRXV DYRQV
constrXLWO¶LQWURGXFWLRQHQDPHQDQWGDQVXQSUHPLHUWHPSVOHVpOpPHQWVFOpVGHODFRPSUpKHQVLRQGH
*6.ȕ QRWDPPHQW HQ SUHQDQW GHV H[HPSOHV GDQV OHV PDODGLHV QHXURGpJpQpUDWLYHV HW OH
GpYHORSSHPHQWTXLpFODLUHURQW OH U{OHSRWHQWLHOGH*6.ȕGDQV OHVpWDSHVFOHIVde la transformation 
WXPRUDOH 'DQV XQH VHFRQGH SDUWLH QRXV H[SRVHURQV QRWUH PRGqOH O¶KpPDWRSRwqVH QRUPDOH HW
OHXFpPLTXHHW OHXUVPLFURHQYLURQQHPHQWV WRXWHQIRFDOLVDQW VXU O¶pWDWGHVFRQQDLVVDQFHVFRQFHUQDQW
les principales voies de signalisation connues pour être touchées dans les leucémies et notamment au 
QLYHDXGHV&6+DYHFXQLQWpUrWSDUWLFXOLHUSRXUFHOOHVUpJXOpHVSDU*6.ȕ 
En raison du très grand QRPEUHG¶pWXGHVSXEOLpHVGDQVFHV domainesFHWWHUHYXHELEOLRJUDSKLTXHQ¶D
pas vocation à être H[KDXVWLYH PDLV j LQVLVWHU VXU OHV SRLQWV FOpV QpFHVVDLUHV j O¶pWDEOLVVHPHQW GHV
K\SRWKqVHVD\DQWIRQGpFHWUDYDLOGHWKqVHHWjSHUPHWWUHO¶LQWHUSUpWDWLRQGHVUpVXOWDWVHQOLHQDYHFOD
littérature. 



























Partie I  













La Glycogène Synthase Kinase 3 ȕ 
A. La Glycogène Synthase Kinase 3 : une enzyme complexe ? 
Depuis les années 80, la sérine thréonine kinase Glycogen Synthase Kinase 3 (GSK3) souffre 
G¶XQHFULVHLGHQWLWDLUHHQUDLVRQGHODFRPSOH[LWpJUDQGLVVDQWHGHVHVU{OHVELRORJLTXHVDX-delà de son 
nom lié inexorablement au métabolisme du glycogène. En effet, si initialement la GSK3 a été 
identifiée en raison de son action de phosphorylation et G¶inactivation de la glycogène synthase qui est 
O¶HQ]\PH ILQDOH GDQV OD ELRJpQqVH GX JO\FRJqQH (Embi et al 1980 ; Woodgett et Cohen 1984), elle 
V¶HVW UpYpOpH FRPPH une enzyme majeure dans une pléthore de fonctions cellulaires telles que le 
métabolisme, la prolifération, la migration et la survie (Rayasam et al 2009). De plus, elle joue un rôle 
clé dans des processus spécifiques liés aux cellules souches telV TXH O¶DXWR-renouvellement et la 
dédifférenciation. Ainsi, la dérégulation de son activité place la GSK3 DX F°XU GH QRPEUHXVHV
pathologies comme le diabète, les maladies neuro-dégénératives et FDUGLDTXHV O¶RVWpRSRURVH, les 
maladies inflammatoires et les cancers (Plyte et al 1992 ; Manoukian and Woodgett 2002; Woodgett et 
al 2003; Jope et Johnson, 2004;Fuentealba et al 2004; Martin et al 2005) La revue de Phukan parut en 
SHUPHWG¶DYRLUXQHYXHG¶HQVHPEOHGH WRXWHV OHVSDWKRORJLHV LPSOLTXDQW*6.ɴ (Phukan et al 
2010).Que ce soit en physiologie ou en physiopathologie, différentes isoformes de GSK3 ont été 
identifiées ce qui augmente HQFRUHO¶DVSHFW complexe de cette enzyme. 
 
1. Les différentes isoformes de GSK3 
Des homologues de GSK3 hautement conservés DXFRXUVGHO¶pYROXWLRQont été identifiés dans 
XQODUJHpYHQWDLOG¶RUJDQLVPHVHXFDU\RWHV. A SDUWLUGHO¶pPHUJHQFHGXV\VWqPHYHUWpEUpLl existe deux 
isoformes *6.ĮHWȕG¶H[SUHVVLRQXELTXLWDLUHcodées par deux gènes distincts 19q12.3 et 3q13.3 
respectivement (Woodgett 1990). (Figure 1) 
 
Figure 1: Représentation schématique des isoformes GSK3Į et GSK3ȕ. Les sites principaux de 
phosphorylation sur sérine et tyrosine sont indiqués. Le domaine riche en glycines en position N-terminale est 
unique à GSK3Į et les deux isoformes ont une très forte homologie dans le domaine kinase, mais pas en C-
terminale.  
'¶DSUqV'REOHHW:RRGJHWW2003.  




Ces deux isoformes SURYHQDQWG¶XQSUpFXUVHXU FRPPXQpartaJHQWG¶LGHQWLWpGH VpTXHQFH dans 
leur domaine catalytique mais présentent des différences significatives en dehors de ce domaine. Une 
extension riche en glycine dans la partie N-terminale de GSK3Į entraîne des différences de masse 
moléculaire : 51kDa pour *6.Į et 47 kDa pour *6.ȕ. De plus, les 2 isoformes ont seulement 36% 
G¶KRPRORJLHGDQVOHVGHUQLHUVUpVLGXVVLWXpVjO¶H[WUpPLWp&-terminale (Ali et al 2001).     
 
/¶DQDO\se des deux protéines dans les différents tissus humains a dévoilé une régulation spécifique de 
leur expression : la forme ĮHVWKDXWHPHQWH[SULPpe GDQVOHSRXPRQOHUHLQO¶RYDLUHHWOHV testicules, 
alors que la forme ȕ SUpVente des taux particulièrement élevés dans le cerveau et la musculature 
squelettique (Woodgett 1990; McManus et al 2005). De plus, il existe une répartition différente des 2 
isoformes dans les différents compartiments cellulaires. Par exemple, l¶H[SUHVVLRQ GH *6.ȕ HVW
enrichie GDQVOHVPLWRFKRQGULHVDORUVTXH*6.ĮHQHVWDEVHQWH(Hoshi et al 1995). 
De façon intéressante, XQYDULDQWG¶ppissage alternatif de la forme ȕD pWp LGHQWLILp dans le système 
QHUYHX[ FHQWUDO GH O¶KRPPH HW GHV URQJHXUV (Mukai et al 2002). Cette protéine QRPPpH*6.ȕ2 
possède un insert de 13 acides aminés entre les exons 8 et 9, situé dans une région intervenant dans la 
UpJXODWLRQGHO¶HQ]\PHD\DQWSRXUFRQVpTXHQFHXQHGLPLQXWLRQGHO¶DFWLYLWpkinase envers la protéine 
Tau. Mukai et Coll. ont montré que ce variant était exprimé très largement au cours du développement 
du système nerveux central de la souris adulte sans spécificité particulière pour tel ou tel sous-type 
neuronal. Cependant, XQ UDWLR SOXV LPSRUWDQW GH O¶LVRIRUPH ȕ HVW retrouvé au niveau des corps 
FHOOXODLUHV GHV QHXURQHV /HV YDULDWLRQV G¶H[SUHVVLRQ GH FHWte isoforme sont en corrélation avec les 
YDULDWLRQVG¶H[SUHVVLRQGHODIRUPHȕWRWDOH dans les fibres nerveuses en développement, mais avec une 
localisation sub-cellulaire différente accompagnée G¶une activité kinase moindre envers la protéine 
Tau. 
2. *6.ĮHW *6.ȕ V°XUV-jumelles ou demi-V°XUV ? 
Malgré une structure quasiment similaire et une spécificité potentiellement identique pour les 
mêmes substrats in vitro, ces deux isoformes ne sont pas fonctionnellement homologues. Car 
O¶DEODWLRQ GH OD IRUPH ȕ FKH] OD VRXULV FRQGXLW j XQ SKpQRW\SH OpWKDO DX treizième jour du stade 
embryonnaire (Hoeflich et al 2000) que la forme ĮHVWLQFDSDEOHGHFRUULJHU. Ces souris présentent une 
dégénérescence du foie suite à une apoptose massive en réponse au TNF-Į FH TXL VRXOLJQH XQH
fonction spécifique de la forme ȕGDQVOHIRLH A contrario, lHVVRXULVVXUH[SULPDQW*6.ȕSUpVHQWHnt 
un retard de développement du système nerveux central.  
4XDQWDXSKpQRW\SHGHVVRXULVLQYDOLGpHVSRXUOHJqQHGH*6.Į ce dernier a bien été décrit dans les 
PRGqOHVG¶REpVLWpHWG¶LQVXOLQR-résistance comme le diabète de type II. /DGpOpWLRQGH O¶LVRIRUPHɲ 
augmente la tolérance au glucose et la sensibiliWp j O¶LQVXOLQH au niveau hépatique et dans les tissus 
SpULSKpULTXHVjO¶LQVWDUGHOa forme ɴ!qui semble être un régulateur majeur de la voie insulinique mais 
dans le muscle squelettique. 




De récentes données ont montré une divergence de fonctionnalité entre les deux isoformes dans le 
tissu cardiaque, où GSK3ĮVHUDLWQpFHVVDLUHSRXUODVXUYLHGHs cardiomyocytes alors que GSK3ȕVHUDLW
indispensable pour la mise en place de la symétrie droite-gauche et le positionnement du F°XULee et 
al, 2007; Markou et al 2008), et dans le tissu neural *6.ȕ VXSSRUWHrait O¶HIIHW F\WRSURWHFWHXU GH
O¶DFWLYDWLRQ GH OD YRie TGF-ȕ6PDG DORUV TXH *6.Į SDUWLFLSHUDLW j O¶LQKLELWLRQ GH FHWWH YRLH 
(Liang et Chuang 2006). '¶XQHIDoRQJpnérale, la forme ɴ de GSK3 est plus souvent impliquée dans 
OHV SURFHVVXV GH VXUYLH RX G¶DSRSWRVH GHV FHOOXOHV QRUPDOHV RX cancéreuses (Liao et al 2003). A 
contrario GDQV OD PDODGLH G¶$O]KHLPHU *6.Į VHUDLW principalement impliquée dans la 
phosphorylation de la protéine amyloïde APP précuseuU FRQGXLVDQW j O¶DFFXPXODWLRQ du peptide ȕ-
amyloïde (Phiel et al 2003).  
 
Néanmoins, dans certains cas, les deux isoformes peuvent occuper la même fonction notamment lors 
GH OD IRUPDWLRQ GH O¶D[RQH GHV QHXURQHV GH O¶KLSSRFDPSH (Garrido et al 2007). De même, des 
expériences de transfert de foies foetaux ont montré que des cellules hématopoïétiques de souris 
LQYDOLGpHV SRXU *6.ȕ DYDLHQW OD FDSDFLWp GH UHFRQVWLWXHU O¶KpPDWRSRwqVH GH VRXULV OpWKDOHPHQW
irradiées suggérant donc une substitution par O¶isotypH Į+\SRWKqVH VRXWHQXH SDU OH IDLW TX¶DXFXQH 
modification majeure de la voie Wnt/ȕ-caténine ou du métabolisme du glycogène ne fût découverte 
(Hoeflich et al 2000). Récemment, une étude plus approfondie sur la possible redondance entre les 
deux isoformes, dans un modèle de cellules souches embryonnaires délétées pour GSK3ɴ, est venue 
conforter la démonstration de Hoeflich. Les 2 formes GSK3ɲ et GSK3ɴ VHFRPSHQVHQWO¶XQe O¶DXWUH
du moins en ce qui concerne la régulation de la voie Wnt. Cette étude relève de façon élégante un biais 
important, à savoir que dans les modèles où les 2 homologues ne se trouvent pas dans des proportions 
stoechiométriques équivalentes, des différences GHFRPSHQVDWLRQHWG¶DFWLYDWLRQ sont observées entre 
les deux isoformes. Chacune des deux formes est nécessaire et suffisante pour réguler la voie Wnt/ɴ-
FDWpQLQH,OQ¶\DSDVG¶DXJPHQWDWLRQFRPSHQVDWRLUHGHO¶H[SUHVVLRQSURWpLTXHRXGHO¶activité kinase 
dans les lignées KO pRXUO¶XQ RXO¶DXWUHGHVIRUPHV(Doble et al 2007). 
 
Un nombre croiVVDQWG¶pWXGHVVXJJqUH que la régulation des deux formes GSK3ɲ et GSK3ɴ Q¶HVWSDV
toujours identique : GHVLVRIRUPHVVSpFLILTXHVGH3.&UpJXOHQW*6.ĮPDLVSDV*6.ȕ (Goode et al 
1992; Liang et Chuang 2007). Il existe aussi une dissociation temporelle de la phosphorylation 
inhibitrice sur la sérine 9 de *6.ȕTXL se fait plus tardivement que la sérine 21 de GSK3ɲ lors du 
vieillissement neuronal. De plus, une nouvelle voie de régulation mettant en jeu la protéolyse du 
domaine N-terminal par les calpaïnes ségrège également les 2 formes selon la taille de leur fragment 
GH FOLYDJH HW VXUWRXW O¶DFWLYLWp FDWDO\WLTXH GH FHV fragments (Goni-Oliver et al 2007). De façon 
remarquable, la forme ȕHVWXQPHLOOHXUVXEVWUDWSRXU Oes calpaïnes. Enfin, des études cinétiques ont 




révélé que la forme ȕ H[KLEH XQH DFWLYLWp UHODWLYH SOXV LPSortante envers leurs substrats communs 
(Siegfried et al 1992).   
 
Au vu de cette synthèse bibliographique, les deux isoformes ɲ et ɴ de GSK3 peuvent donc se 
FRPSHQVHU O¶XQe HW O¶DXWUH GDQV FHUWDLQV FDV HW GDQV G¶DXWUHV MRXHU GHV U{OHV ELHQ GLVWLQFWV HW
complètement opposables. (WDQWGRQQpO¶LPSRUWDQFHGH*6.ɴ dans les processus de survie cellulaire 
et notre thématique de recherche sur la résistance des cellules souches leucémiques, nous nous 
focaliserons dans la suite de notre introduction sur cette isoforme. 
 
B. Une régulation multi-étapes 
 
Figure 2: Mécanismes de régulation des actions de GSK3ȕ. Quatre mécanismes majeurs participent à la 
régulation de la phosphorylation des substrats par GSK3ȕ. 
'¶DSUqV-RSH.  
 
*6.ȕHVWXQHHQ]\PHconstitutivement inactive dans les cellules stimulées par des facteurs de 
croissance, présente dans différents compartiments subcellulaires et dont les substrats doivent être le 




plus souvent préalablement phosphorylés (« primés ª SDU G¶DXWUHV NLQDVHV $LQVL O¶DFWLYDWLRQ GH
GSK3ɴ participe à un phénotype global cellulaire à un instant T. 
De plus son activité peut être régulée par des mécanismes de phosphorylation/déphosphorylation sur 
certains de ces résidus et par sa séquestration au sein de complexes protéiques (Doble and Woodgett 
2003).(Figure 2) 
 
1. Régulation par phosphorylation 
a. Structure cristalline 
Au début des années 2000, GHVpWXGHVGHODVWUXFWXUHFULVWDOOLQHGH*6.ȕ ont permis de montrer 
TX¶HOOH SRVVqGH  VLWHV GH OLDLVRQ  OH VLWH GH IL[DWLRQ GH O¶$73 XQ VLWH GH OLDLVRQ j O¶D[LQH HW OH
« priming site » de liaison aux substrats (Gadakar et al 2007; Bax et al 2001; Dajani et al 2001). Le 
« priming site » de liaison aux substrats permet son interaction avec le domaine kinase de *6.ȕ
comme la plupart des protéines kinases. *6.ȕ possède un résidu phosphorylable au sein de sa T-
loop SHUPHWWDQWG¶RXYULU OHVLWHG¶LQWHUDFWLRQDYHF OHVXEVWUDW3RXU*6.ȕFH résidu est la tyrosine  
216 (tyr216) qui augmenterait la liaison aux substrats « primés ». Nous reviendrons un peu plus en 
détail sur les fonctions de la phosphorylation tyr216 dans la partie consacrée à cette phosphorylation. 
'DMDQL HW VRQ pTXLSH RQW pJDOHPHQW UpYpOp O¶H[LVWHQFH GH GLPqUHV GH *6.ȕ UHVVHPEODQW j GHV
interactions tête-bêche (Fraser et al 2002). Ces dimères seraient déterminants pour la localisation 
nuclpDLUHHWO¶DFWLYDWLRQGH*6.ȕELHQTXHFHODQ¶DLW pas été prouvé in situ. Cette dimérisation reste 
cependant très labile in vitroFDUO¶DMRXWGHSURWpLQHVGHODYoie morphogène Wnt telle TXHO¶Dxine et 
APC rompt totalement la dimérisation (Dajani et al 2001).  
 
b. Préférence pour des substrats pré-phosphosphorylés 
2XWUH VRQ U{OH KLVWRULTXHGDQV OH VWRFNDJH GH O¶pQHUJLHPXsculaire et le métabolisme, GSK3ɴ 
joue un rôle central et déterminant dans un grand nombre de voies de transduction par le truchement 
GHODSKRVSKRU\ODWLRQGHSOXVG¶XQHFLQTXDQWDLQe de substrats connus à ce jour (Tableau 1). 
*6.ȕ H[KLEH XQH SUpIpUHQFH SRXU OHV VXEVWUDWV SUp-phosphorylés (Fiol et al 1987). Ses substrats 
possèdent une séquence consensus S/T.XXX.PS/PT où X sont le plus souvent des résidus proline 
(Figure 3). Le substrat cible a donc un résidu sérine ou thréonine phosphorylé en position 4 du résidu 
TX¶HOOHSKRVSKRU\OHHWTXLMRXHGRQFOHU{OHG¶DPRUFH (Doble et Woodgett 2003). On peut cependant 
noter que cette pré-SKRVSKRU\ODWLRQQ¶HVWSDVVWULFWHPHQWUHTXLVHPDLVHOOHDXJPHQWHO¶HIILFDFLWpGHOD
SKRVSKRU\ODWLRQG¶XQIDFWHXUj1000 (Thomas et al 1999). Pour exemple, la glycogène synthase 2, 
substrat originel (Kuma et al 2004, Skurat et al 2004), requiert une première phosphorylation sur la 
sérine 656 réalisée par la caséine kinase II (CKII), précédant les phosphorylations séquentielles 








Tableau 1 : Principaux sXEVWUDWVSRWHQWLHOVGH*6.ȕ (tableau non exhaustif) Ces substrats peuvent être 
classés en 4 catégories  OHV SURWpLQHV GH O¶DSRSWRVH OHV SURWpLQHV GX PpWDEROLVPH HW GH VLJQDOLVDWLRQ OHV
protéines de structure et les récepteurs, et les facteurs de transcription. En les phosphorylanW*6.ȕSHXWLQGXLUH
alternativement leur dégradation, leur relocalisation ou une modulation de leur activité.  

























Kinesin (chaine légère) 
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Protéines du Métabolisme ou de 
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Facteur de transcription 
 
AcétylCoa carboxylate 







Insulin Receptor substrate-1 (IRS-1) 
Myelin Basic Protein 
Presinilin 1 





































Figure 35pJXODWLRQGH O¶DFWLYLWpGH*6.ȕSDU ODSKRVSKRU\ODWLRQ VXU OD VpULQH  et régulation de ses 
substrats. 'DQV OHV FHOOXOHV QRQ VWLPXOpHV *6.ȕ HVW FRQVWLWXWLYHPHQW DFWLYH /HV VXEVWUDWV QRQ-
préphosphorylés (« non-primés ») et ceux pré-phosphorylés (« primés » SDU XQH NLQDVH G¶DPRUoDJH VRQW
FDSDEOHVG¶rWUHSKRVSKRU\OpVSDU*6.ȕDFWLYH/HUpVLGXSUp-phosphorylé en N+4 se fixe dans la poche chargée 
positivement à cause de résidus arginine et lysine. Cela dirige un résidu sérine ou thréonine situé en position N 
vers le site catalytique actif. Lorsque les cellules sont stimulées, une kinase inactivatrice telle PKB/Akt 
SKRVSKRU\OH*6.ȕVXUODVpULQH/¶H[WUpPLWp1-terminale phosphorylée se comporte alors comme un pseudo-
substrat et va se loger dans la poche catalytique, agissant comme un inhibiteur compétitif pour les vrais substrats. 
'¶DSUqV'REOHHt Woodgett 2003. 




 Il est vraisemblable que le résidu phosphorylé du substrat « primé » joue le rôle de la sérine ou de la 
thréonine de la T-loop des autres kinases telles que CDK2 ou ERK2. Le résidu phosphorylé se fixe 
GDQV XQH SRFKH FKDUJpH SRVLWLYHPHQW HQWUH OHV UpVLGXV 5 5 HW . &HOD Q¶RSWLPLVH SDV
VHXOHPHQW O¶RULHQWDWLRn du domaine kinase mais place aussi les substrats dans une position correcte 
dans le sillon catalytique pour que la phosphorylation ait lieu. Les « priming » kinases identifiées à ce 
jour sont peu nombreuses :CDK-5 (Sengupta et al 1997), PAR-1 (Nishimura et al 2004), caséine 
kinase 1 et 2 (Amit et al 2002) et PKA. 
Lorsque les subsWUDWV GH *6.ȕ QH VRQW SDV SUp-SKRVSKRU\OpV O¶H[LVWHQFH GH UpVLGXV FKDUJpV
QpJDWLYHPHQW GDQV O¶HQYLURQQHPHQW GX Uésidu concerné pourrait PLPHU O¶H[LVWence de ce résidu 
phosphorylé. De façon intéressante, O¶XWLOLVDWLRQ GX PXWDQW 5$-GSK3ɴ-HA caractérisé par le 
bloquage de la liaison aux substrats primés, a permis de distinguer les substrats primés des substrats 
non primés. De nouveaux inhibiteurs GSK3ɴ pourraient alors résulter de cette étude. 
c. La phosphorylation activatrice sur la tyrosine 216  
c.1 Rôle fonctionnel 
&RPPHQRXVO¶DYRQVYXSUpFpGHPPHQWODSKRVSKRU\ODWLRQVXUODW\URVLQH (tyr216) Q¶HVWSDV
pré-UHTXLVH SRXU O¶DFWLYLWp FDWDO\WLTXH GH *6.ȕ mais augmenterait cette activité. Le rôle 
physiologique de cette phosphorylation Q¶HVWSDVFODLUSXLVTX¶HOOHHVWFRQVWLWXWLYHGDQVOHVFHOOXOHVDX
repos (Hughes et al 1993). 8Q VWLPXOXV DSRSWRWLTXH WHO TX¶XQ WUDLWHPHQW j OD VWDXURVSRULQH RX OD
GpSULYDWLRQ HQ IDFWHXU QHXURWURSKLTXH DXJPHQWHQW O¶DFWLYLWp GH *SK3ȕ HW VD SKRVSKRU\ODWLRQ VXU
tyr216 dans certaines lignées neuronales cellulaires (Bhat et al 2000; Bijur and Jope 2001). De même 
un traitement au LPA (acide lysophosphatique) VWLPXOHO¶DFWLYLWpGH*6.ȕYLDOHVSURWpLQHV*Į12 et 
*Į13 qui amplifient la phosphorylation sur tyr216 (Sayas et al 2002). Le LPA conduit à la rétraction 
GHVQHXULWHVGDQVGHVFXOWXUHVSULPDLUHVGHQHXURQHVjO¶DUURQGLVVHPHQWGHVFHOOXOHVGHQHXURblastome 
HW VXUWRXW LQGXLW O¶DSRSWRVHGHVQHXURQHV DGXOWHV (Steiner et al 2000). Tous ces résultats convergent 
vers le fait que la tyr216 serait impliquée au premier abord dans des mécanismes apoptotiques. Enfin, 
les études de cristallogrDSKLHPHQpHV SDU 'DMDQL VXSSRUWHQW O¶LGpH TXH cette phosphorylation serait 
impliquée dans la génération des dimères de GSK3ɴ. Dans le noyau, la forme phosphorylée sur tyr216 
de GSK3ɴ est particulièrement enrichie ainsi que sa forme dimérique (Dajani et al 2001). De plus elle 
VHPEOHFRQFRXULUjODVWDELOLWpGH*6.ȕSDUOHELDLVGXUHFUXWHPHQWGHODSURWpLQHFKDSHURQQH+63 
(Cole and Frame 2004, Lochhead et al 2006) 
 
c.2 Régulation 
'DQVXQPRGqOHEDFWpULHQO¶pTXipe de Wang a démontré que la phosphorylation Y216 de GSK3ɴ 
était le résultat G¶XQHautophosphorylation (Wang et al 1994), ce qui fut confirmé par la suite avec 
O¶XWLOLVDWLRQGHVPXWDQWVGH*6.ȕFDWDO\WLTXHPHQWLQDFWLIV. (Hugues et al 1993) 




Dans certains cas, O¶LQKLELWLRQ GH O¶DFWLYLWp FDWDO\WLTXH GH *6.ȕ Q¶DIIHFWH SDV VD W\U216 
phosphorylation VXJJpUDQW O¶H[LVWHQFH GH kinases phosphorylant ce résidu (Liang et Chuang 2007). 
Peu de kinases susceptibles de phoVSKRU\OHU*6.ȕVXUVRQUpVLGXW\U216 ont été identifiées à ce jour. 
En réponse à une augmentation du calcium intra-cellulaire consécutive à un traitement au LPA des 
neurites, la kinase PYK2 (proline-ULFKW\URVLQHNLQDVHSKRVSKRU\OH*6.ȕVXUFHUpVLGX(Hartigan 
and Johnson 1999; Sayas et al 2002). Ce résultat fût confirmé grâce à des expériences de co-
immunoprécipitation dans des cellules transfectées avec PYK2 (Hartigan et al 2001). De plus, dans un 
modèle de neuroblastome stimulé SDUO¶LQVXOLQHRQREVHUYHXQHDXJPHQWDWLRQWUDQVLWRLUHGHO¶DFWLYLWé 
GH *6.ȕ DFFRPSagnée G¶XQH SKRsphorylation momentanée sur la tyr216 qui serait la résultante 
G¶XQH DVVRFLDWLRQ GH *6.ȕ DYHF OD SURWpLQH NLQDVH )\Q W\URVLQH NLQDVH GH OD IDPLOOH GHV 6UF
kinases). Une autre Src kinase phosphorylant tyr216 a été identifiée, Csk (C-terminal Src kinase) en 
aval de la protéine GĮT (Fan et 2003). Enfin, les SAPK, telle que MEK1/2 augmentent O¶DFWLYLWp
catalytique de GSK3ɴ en la phosphorylant sur ce résidu (Kim et al 2003, Takahashi-Yanaga et al 
2004). Alors que les phosphatases régulatrices du résidu tyr216 de GSK3ɴ ne sont pas connues chez 
OHV PDPPLIqUHV .LP HW DO RQW UpYpOp O¶H[LVWHQFH G¶XQH WHOOH SKRVSKDWDVH FKH]Dictyostelium sans 
homologue chez les mammifères. Toujours chez Dictyostelium, la kinase responsable de la 
phosphorylation tyr216 est ZAK1 (Zaphod kinase) mais elle Q¶D SDV G¶KRPRORJXH FKH] OHV
mammifères (Kim et al 1999 ; Plyte et al 1999, Kim et al 2002). 
  
d. La phosphorylation inhibitrice sur la sérine 9 
d.1 Mécanisme et rôle fonctionnel 
La phosphorylation du résidu ser 9 jO¶H[WUpPLWp1-terminale de GSK3ɴ crée un pseudo-substrat 
qui va se fixer au sein de la T-loop, dans la poche de fixation du substrat chargée positivement, jouant 
DLQVLOHU{OHG¶LQKLELWHXUFRPSpWLWLI (Figure 3). Le sillon catalytique occupé empêche donc la fixation 
HWODSKRVSKRU\ODWLRQGHVVXEVWUDWVGHO¶HQ]\PH (Frame et al 2001). Une des conséquences directes de 
FHWWHSKRVSKRU\ODWLRQHVWO¶XELTXLWLQ\lation de *6.ȕSDUXQH(XELTXLWLQHOLJDVHLQFRQQXHjFHMRXU, 
prémice à une dégradation par le protéasome. Cependant, LOQ¶HVWSDVH[FOX que GSK3ɴ phosphorylée 
sur la ser9 puisse jouer le rôle de « docking » protéine ou de protéine chaperonne au sein de certains 
complexes. En effet, in vivo un pool de GSK3ɴ reste actif malgré cette phosphorylation stimulant ainsi 
la formation du complexe Tau et de la protéine 14-3-3 dans le cerveau (Yuan et al 2004).  
 
d.2 Régulation par des kinases et des phosphatases  
La plupart des kinases susceptibles de phosphoryler GSKȕ sur le résidu ser9 sont activées dans 
3 grandes voies de signalisation responsable de la croissance cellulaire (voie métabolique et voie de 
prolifération) (Grimes and Jope 2001). Ainsi la première et la plus largement décrite de ces kinases est 




PKB ou Akt en aval de O¶Dctivation de la PI3K en réponse au facteur EGF ou à une stimulation à long 
WHUPH SDU O¶LQVXOLQH (Cross et al 1995). /¶inactivation de GSK3ɴ mène à la 
déphosphorylation/activation des cibles clées GH*6.ȕ OD*O\FRJHQe Synthase, le facteur eIF-2B 
HXNDU\RWLF SURWHLQ V\QWKHVLV LQLWLDWLRQ IDFWRU % HW OH IDFWHXU GH WUDQVFULSWLRQ &(%3Į SHUPHWWDQW
DLQVL O¶DXJPHQWDWLRQGXJO\FRJqQHHWde la synthèse protéique (Cohen et al 1997 ; Plyte et al 1992; 
Ross et al 1999). '¶DXWUHVHQ]\PHV telles que Sgk, p90rsk (Saito et al 1994), p70 ribosomal S6 kinase 
(p70S6K) (Terruzzi et al 2002), PKA (Fang et al 2000;Tanji et al 2002), PKCɷ!(Ballou et al 2001 ; 




Figure 4 : Régulations activatrices et inhibitrices de GSK3ȕ par différentes kinases et phosphatases. Bien 
TXHOHVYRLHVGHVLJQDOLVDWLRQFRQYHUJHQWYHUV*6.ȕO¶LQKLELWLRQGHO¶HQ]\PHaffecte spécifiquement certains 
substrats en raison des autres modes de régulation de *6.ȕ ORFDOLVDWLRQVXEFHOOXODLUH« 
'¶DSUqV*ULPHVHW-ope 2001 ; Eldar-Finkelman 2002. 
 
/DUpDFWLYDWLRQGH*6.ȕest aussi assurée par des phosphatases spécifiques. La phosphatase PP2A 
est à ce jour la mieux connue, ainsi suite à plusieurs types de stimuli (privation du support trophique, 
H[SRVLWLRQjODSURWpLQH7$7GX9,+GHW\SHDXSHSWLGHȕ-amyloïde, aux toxines mitochondriales) 
elle déphRVSKRU\OH*6.ȕVXUVRQrésidu ser9 (Maggirwar et al 1999, Takashima et al 1996, Grimes 
et Jope 2001, Sutherland et al 1993).  
 
 




e. Une alternative inhibitrice par p38 MAPK 
Récemment, deux nouveaux sites de phosphorylation en partie C-terminale, la thr43 et la thr390 
cibles de p38 MAPK ont été découverts. Ces deux phosphorylations sont retrouvées notamment dans 
les thymocytes, les cellules neuronales et les cellules spléniquesR O¶DFWLYLWpGHS0$3.VHPEOH
être la plus forte. La phosphorylation de la thr390 est la seule UHTXLVHSRXUO¶LQKLELWLRQGH*6.ȕHOOH
est corrélée XQH DFFXPXODWLRQ GH OD ȕ-caténine (Thornton et 2008). Il est à noter que ces 
SKRVSKRU\ODWLRQVVRQWVSpFLILTXHVGH*6.ȕHWQHVRQWHQDXFXQHIDoRQUHWURXYpes pour *6.Į. 
 
2. Une régulation par clivage 
Goni-2OLYHU HW FROO RQWPLV HQ OXPLqUH XQ QRXYHDXPRGH GH UpJXODWLRQ GH*6.ȕ in vitro, 
faisant intervenir la protéolyse de la région N-terminale par les calpaïnes. A terme, cela conduit à 
O¶pOLPLQDWLRQGH ODSDUWLH UpJXODWULFHHWj O¶DFFXPXODWLRQGH fragments successifs de 40 et 30kDa. 
Ces fragments VRQWFDWDO\WLTXHPHQWDFWLIV FRPPHHQ WpPRLJQH O¶LQKLELWLRQGHFHV IRrmes tronquées 
par une IC50 de lithium comparable à celle utilisée classiquement pour inhiber la protéine pleine taille. 
In vivo, suite à un influx de calcium la forme clivée de 30kDa V¶DFFXPXOHGDQVOHVQHXURQHVFRUWLFDX[, 
DFFXPXODWLRQ UHWURXYpH pJDOHPHQW ORUV G¶un traitement au JOXWDPDWH UHVSRQVDEOH GH O¶DSRSWRVH GHV
neurones (Goni-Oliver et al 2007, 2009).  
Une étude récente a également déPRQWUp GDQV GHV FDUGLRP\REODVWHV TXH O¶DFWLYLWp GH *6.ȕ pWDLW
accrue grâce au clivage de sa partie N-terminale par la MMP2 (Matrix Metalloproteinase 2); ayant 
pour conséquence une augmentation du stress oxydant HW GH O¶DSRSWRVH. Il est à souligner que ce 




sont essentiellement retrouvées au sein de processus apoptotiques, au contraire de la forme 
phosphorylée sur la ser9, qui a un rôle dual favorisant selon le contexte cellulaire et 
physiopathologique OD VXUYLH RX O¶DSRSWRVH $X YX GH FHWWH REVHUYDWLRQ HW GH QRV REMHFWLIV GH
recherche sur la survie des cellules souches leucémiques, nous avons focalisé notre étude uniquement 
VXUODIRUPH*6.ȕphosphorylée sur ser9. 
 
3. Une régulation SDUODYRLH9RLH:QWȕ-caténine canonique  
Les Wnts font partie G¶une grande famille de glycoprotéines sécrétées, qui sont déterminantes 
pour le contrôle des cellules souches et leur transformation tumorale (Huelsken et Behrens 2002, 
Polakis 2000). (QO¶DEVHQFHGHIL[DWLRQGH:QWs sur leur UpFHSWHXU)UL]]OHG*6.ȕest active au centre 
G¶XQ HQVHPEOH PXOWLSURWpLTXe voué à la destruction de la ȕ-caténine, acteur final de la voie de 




transduction Wnt. 'DQV FHW HQVHPEOH O¶D[LQH HVW XQH SURWpLQH MRXDQW OH U{OH G¶XQ pFKDIDXGDJH VXU 
OHTXHO VH IL[HQW *6.ȕ, et OD ȕ-caténine DLQVL TXH G¶DXWUHV SURWpLQHV telles que O¶$GHQRPDWRXV
polyposis coli (APC), Dishevelled (Dvl) et la Caséine kinase I (CKI) qui contribuent à la stabilité du 
complexe. D¶XQHSDUWO¶D[LQHIDYRULVHO¶DFWLRQGH*6.ȕHQODPDLQWHQDQWHQFRQWDFWDYHFVRQVXEVWUDW
HW G¶DXWUH SDUW*6.ȕSKRVSKRU\OH HQ UHWRXU O¶Dxine augmentant ainsi sa stabilité et son aptitude à 
IL[HU ODȕ-caténine (Ikeda et al 1998, Jho et al 1999, Yamamoto et al 1999). La CKI recrutée par la 
Diversin (Div) SKRVSKRU\OH ODȕ-FDWpQLQHVXU ODVpULQHHWGRQFMRXH OH U{OHGHNLQDVHG¶DPRUoDJH
(Schwarz-Romond et al 2002). *6.ȕSKRVSKRU\OHDORUV ODȕ-caténine sur trois résidus (S33 S37 et 
S41) (Liu et al 2002) cette dernière est alors UHFRQQXHSDUȕ-Trcp pour être ubiquitinée et dégradée par 




Figure 55{OHGH*6.ȕDXVHLQGH ODYRLHGH WUDQVGXFWLRQ:QW(Q O¶DEVHQFHGH IL[DWLRQGH ODSURWpLQH
VpFUpWpH:QWVXUOHUpFHSWHXU)UL]]OHG*6.ȕHVWDFWLYHHWSKRVSKRU\OHODȕ-caténine, pré-phosphorylée par la 
caséine kinase 1 (CK1), sur trois sites différentV/Dȕ-caténine phosphorylée est ubiquitinée et dégradée par le 
protéasome. Lorsque Wnt se fixe sur son récepteur Frizzled et son co-récepteur LRP6, Dishevelled (Dvl) est 
activée et participe avec GBP (FRAT) j O¶LQKLELWLRQ GH *6.ȕ /D ȕ-FDWpQLQH V¶DFFXPXle alors dans le 
cytoplasme et va activer les facteurs de transcription des familles « Lymphoid enhancer factor » (Lef) et « T cell 
factor » (Tcf). 
'¶DSUqV'REOHHW:RRGJHWW2003. 
 




Ce multicomplexe protéique où se trouve GSK3ɴ est régulé spécifiquement par la voie Wnt. En effet, 
le traitemHQWSDUO¶LQVXOLQHQ¶DDXFXQHFRQVpTXHQFH sur la phosphorylation et ODGpJUDGDWLRQGHODȕ-
caténine (Ding et al 2000). De plus, la phosphorylation sur la ser9 de GSK3ɴ induite par un traitement 
jO¶LQVXOLQHQ¶HVWSDVUHWURXYpHORUVGHO¶DFWLYDWLRQGHODYRLH:QW (Nusse et Varmus 1992). En effet, 
lorsque les glycoprotéines Wnts!tel que Wnt 1, Wnt 3A et Wnt 8 (appelés également Wnt canoniques), 
se fixent sur leurs récepteurs, la protéine Dvl est activée et recrute la protéine GBP (GSK3 binding 
protein) qui V¶DVVRFLH j O¶Dxine et à Dvl DX VHLQ G¶XQ FRPSOH[H WHUQDLUH et empêche la fixation de 
*6.ȕj O¶$xine (Van Noort et al 2002). /Dȕ-caténine non phosphorylée V¶DFFXPXOHDORUVGDQVOH
F\WRSODVPHSXLVSpQqWUHGDQVOHQR\DXRHOOHV¶DVVRFLHDX[IDFWHXUVGHWUDQVFULSWLRQ/HI7FIIRUPDQW
un transactivateur (Behrens et al 1996, Huber et al 1996, Barker et al 2000). Des mutations au sein de 
ce complexe multiprotéique ont été observées dans de nombreux cancers, empêchant la 
phosphorylation et la dégradation de la ȕ-caténine LQGXLWHVSDU*6.ȕ (Polakis et al 2000).  
 
&H Q¶HVW TXH UpFHPPHQW TXH O¶RQ D GpFRXYHUW TXH *6.ɴ pouvait être séquestrée dans des corps 
vésiculaireV DVVLPLODEOHV j GHV HQGRVRPHV VXLWH j O¶DFWLYDWLRQ GH OD YRLHWnt. Cette séquestration 
permet de séparer GSK3ɴ de ces cibles cytoplasmiques et de maintenir ainsi la ɴ-caténine active 
(Taelman et al 2010). 
 
Il est à noter que GBP VHOLHjODVpTXHQFHG¶H[SRUWQXFOpDLUH1(6GH*6.ȕ, et contrôle son activité 
envers certains substrats spécifiques (Franca-Koh et al 2002). '¶DXWUHV SURWpLQHV SHXYHQW aussi lier 
GSK3ɴ et moduler son activité telles que STXLV¶DVVRFLHHWDFWLYH*6.ȕQXFOpDLUH(Watcharasit et 
al 2002), AKAP220 (A-kinase anchoring protein 220) TXL IDYRULVH O¶LQKLELWLRQGH*6.ȕSDUPKA 
(Tanji et al 2002) ou encore OD3UpVpQLOLQHTXLWHOOHO¶Dxine, MRXHOHU{OHG¶XQpFKDIDXGDJHVXUOHTXHO
VHIL[H*6.ȕODȕ-caténine et la PKA (Palacino et al 2001).  
 
4. Une régulation par localisation subcellulaire 
/HV PpFDQLVPHV GH ORFDOLVDWLRQ VXEFHOOXODLUH GH *6.ȕ VRQW FULWLTXHV SRXU VRQ DFWLYLWp
spécifique vis-à-vis de certains substrats. GSK3ɴ peut être localisée en conditions basales dans 
FHUWDLQVFRPSDUWLPHQWVFHOOXODLUHVSXLVrWUHUHORFDOLVpHVRXVO¶LQIOXHQFHGHGLYHUVVWLPXOL/¶H[LVWHQFH
de plusieurs pools de GSK3ɴ est avérée par le découplage des voies de signalisation qui régulent 
*6.ȕ : par exemple,! ,ans des lignées cellulaires de cancer du pancréas où la protéine Akt/PKB 
H[KLEHXQHDFWLYLWpj IRLVSOXVpOHYpHTXHGDQV OHV WLVVXVQRUPDX[*6.ȕHVW WRXMRXUVDFWLYH








a. Dans le cytosol 
*6.ȕ HVW considérée comme une protéine cytosolique, car elle y est localisée de façon 
prédominante. Dans ce compartiment, elle est un acteur central des voies de signalisation et un 
régulateur clef du traffic nucléo-cytoplasmique. 
 a.1 voie insulinique 
(QUpSRQVHjO¶LQVXOLQHOD YRLH3,.$NW3.%HVWUHVSRQVDEOHGHO¶LQDFWLYDWLRQGH*6.ȕSDUOD
phosphorylation sur sa ser9. Par ailleurs, il a été montré que GSK3ɴ phosphoryle IRS1 (insulin 
receptor substrate 1) OLPLWDQWODYRLHGHVLJQDOLVDWLRQGHO¶LQVXOLQH*6.ɴ est donc un fin senseur du 
statut insulinique (Eldar-Finkelman et al 1999) (Figure 6). 
 
 
Figure 6: La voie insulinique. /¶LQVXOLQHLQLWLHXQHFDVFDGHGHVLJQDOLVDWLRQTXLSURYRTXHODphosphorylation de 
GKS3ȕ sur la ser9 par Akt, et donc son inactivation. IRS : insulin receptor substrate ; ILK : integrin-linked 
kinase ; PDK : phosphoinositide-dependent kinase ; PIP2 : phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate ; PIP3 : 
phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate. 
 
a.2 voies morphogènes Wnt et Sonic Hedgehog 
Si comme QRXV O¶DYRQVYXSUpFpGHPPHQWGSK3ɴ UpJXOH ODYRLH:QW DX VHLQG¶XQFRPSOH[H
protéique, Jia et Coll PRQWUHpJDOHPHQWXQHLPSOLFDWLRQGH*6.ȕGDQVODUpJXODWLRQdu complexe de 
signalisation de la voie Hedgehog (Jia et al 2002). En fait, GSK3ɴ représente un point de régulation 
croisée potentiel entre ces 2 voies morphogènes Wnt et Sonic Hedgehog. 
(Q O¶DEVence de ligand Hedgehog (Hh), le récepteur patched 3WF LQKLEH O¶DFWLYLWp du récepteur 
smoothened (Smo). Cela permet à un facteur de transcription aux doigts de zinc, Ci (Cubitus 




interruptus) de former un complexe avec costal2 (Cos) et fused (Fus) lié aux microtubules. Dans ce 
complexe Ci est alors phosphorylé par PKA, CKI et *6.ȕFHTXLHQWUDvne une protéolyse de Ci en 
Ci 75. Ce fragment de clivage agit alors comme un répresseur transcriptionnel (Price et Kalderon 
2002, Jia et al 2002). En revanche après stimulation de Ptc par Hh, Smo est activé engendrant la 
dissociation du complexe Cos-Fus-Ci des microtubules. De ce fait Ci est moins phosphorylé par 
*6.ȕDXJPHQWDQWDLQVLVDVWDELOLWpHWSHUPHWWDQWVRQDFFXPXODWLRQGDQVOHQR\DXRLOMRXHOHU{Oe 
G¶DFWLYDWHXUWUDQVFULSWLRQQHO (Figure 7). 
 
 
Figure 7: La voie de signalisation hedgehog. En absence de ligand Hh, le facteur de transcription Ci forme un 
complexe avec Cos et Fus au niveau des microtubules. Dans ce complexe, Ci est phosphorylé par PKA, CKI et 
GSK3ȕ, ce qui entraîne une protéolyse de Ci en Ci75, un répresseur transcriptionnel. La stimulation du récepteur 
Ptc (patched) par Hh active le récepteur Smo (smoothened), ce qui provoque la dissociation du complexe Cos-




a.3 dynamique du cytosquelette 
&¶HVWGDQVOHV\VWqPHQHUYeux que le rôle de GSK3ɴ dans la dynamique du cytosquelette a été 
finement décrit. *6.ȕDSRXU cible des protéines qui contribuent aux caractéristiques structurales des 




cellules neurales. Les plus étudiées sont des protéines associées aux microtubules (MAPS) : Tau et les 
sous-types MAP1 et MAPS2. Alors que la phosphorylation de Tau diminue son affinité pour les 
PLFURWXEXOHV FHOOH GH 0$3 O¶DXJPHQWH '¶DXWUH SDUW *6.ȕ LQKLEH OH WUDQVSRUW D[RQDO UDSLGH
antérograde en phosphorylant la chaîne légère de la kinésine, protéine motrice qui déplace les 
protéines vers les extrémités positives des microtubules. Elle régule ainsi la libération et le relargage 
des organelles, des protéines et des vésicules (les cargos) liés à la membrane au niveau des différents 
domaines des neurones (centrosome et golgi) (Morfini et al 2002). /¶$3& HVW DXVVL XQH SURWpLQH
associée aux microtubules via KAP3 (Kinesin-associated protein 3) interagissant avec la kinésine. Sa 
SKRVSKRU\ODWLRQ SDU *6.ȕ GLPLQXH VRQ DVVRFLDWLRQ DYHF OHV PLFURWXEXOHV 2U OH SRVLWLRQQHPHQW





Figure 8: Rôle de GSK3ȕ VXU O¶LQWHUDFWLRQ GHVPLFURWXEXOHV DYHF OHXUV SDUWHQDLUHV VSpFLILTXHV. GSK3ȕ 
phosphoryle les MAPs (Microtubule associated proteins), régulant ainsi leur interaction avec les microtubules et 
in fine la dynamique du cytosquelette. La phosphorylation de tau diminue son affinité pour les microtubules et 
inversement pour les MAP1B. GSK3ȕ phosphoryle également les chaînes légères de la kinésine, protéine 
motrice impliquée dans le transport de protéine le long des microtubules et dans le relargage de  Cargo (protéines 
et vésicules). APC est aussi lié aux microtubules via KAP3 (Kinesin ±DVVRFLDWHGSURWHLQ/D OLDLVRQG¶$3&
aux microtubules est essentielle SRXU OH PDLQWLHQ G¶XQe direction appropriée lors de la migration cellulaire. 
GSK3ȕ diminue cette liaison via OD SKRVSKRU\ODWLRQGLUHFWHG¶$3&$XFRXUVGH OD UpWUDFWLRQGHV QHXULWHV DX
niveau du cône de croissance GSK3ȕ est inhibée par PKCȗFHTXLHPSrFKHODSKRVSKRU\ODWLRQG¶$3& 
'¶DSUqV-RSHHW-RKQVRQ 2004 
 




a.4 traffic vésiculaire et nucléo-cytoplasmique 
GSK3ɴ est également impliquée dans le recyclage des intégrines ɲvɴ3 et ɲ5ɴ1 au niveau des 
endosomes. Une déprivation en IDFWHXU VpULTXHGpFOHQFKH O¶DFWLYDWLRQGH*6.ɴ qui va inhiber par 
phosphorylation une protéine cargo cruciale pour le transport des vésicules, in fine les intégrines ne 
VHURQWSDVSUpVHQWpHVjODVXUIDFHGHVPHPEUDQHVHWV¶DFFXPXOHURQWjO¶LQWpULHXUGHVFellules où elles 
SRXUURQWSDUWLFLSHUjODPDLQWHQDQFHG¶XQVLJQDORoberts et al 2004). 
GSK3ɴ régule également la translocation de récepteurs à la membrane tel que Glut4 (Morfini et al 
2002) ou de diverses protéines vers le noyau tels que des facteurs de transcription, le récepteur aux 
androgènes, le récepteur aux estrogènes, des protéines pro-apoptotiques. Très récemment, il a été 
montré que GSK3ɴ pouvait se localiser au niveau du TGN (réseau trans-golgien) grâce à son 
association avec la protéine P230 (protéine périphérique du golgi). GSK3ɴ permet alors la sortie de 
SURWpLQHVFDUJRLPSOLTXpHVGDQVOHWUDQVSRUWDQWpURJUDGHGHVSURWpLQHVHQDXJPHQWDQWO¶DIILQLWpHQWUH
les microtubules et la protéine CLASP2 (Adachi et al 2010). De plus, il a été décrit que GSK3ɴ 
pouvait également réguler le relargage de p53 au niveau du réticulum endoplasmique. 
Dans la maladie d¶$O]KHLmer, une forme active de GSK3ɴ a été identifiée dans les neurones au niveau 
des dégénérescences granulo-vacuolaires (GVD), ce qui pourrait représenter une façon de séquestrer 
GSK3ɴ active. Cette séquestration de GSK3ɴ au sein de vésicules est également retrouvée à la suite 
G¶XQHDFWLYDtion de la voie Wnt (Taelman et al 2010). 
 
Les protéines, cibles de GSK3ɴ͕ VRQW HQ JpQpUDO FRPPH OD ȕ-caténine dégradées après leur 
SKRVSKRU\ODWLRQSDUODNLQDVH$LQVLTXHQRXVO¶DYRQVPHQWLRQQpO¶DFWLYLWpGH*6.ȕHVWVXSSULPpH
par de nombreux agonistes différents, conduisant à la déphosphorylation et la stabilisation de ces 
cibles. Cependant, cette inhibition VHPEOH WUDQVLWRLUH HW ORFDOLVpH DILQ G¶DVVXUHU OD GpJUDGDWLRQ GHV
facteurs de transcription éteignant ainsi le signal lorsque la réponse appropriée a été exécutée. Dans 
des conditions physiologiques normales *6.ȕ DVVXUHUDLW QRQ VHXOHPHQW OHPDLQWLHQ j O¶état basal 
mais pourrait aussi réguler la durée de réponse apportée par la cellule (Frame et Cohen 2001).  
 
b. Dans le noyau  
'HIDoRQSUpSRQGpUDQWH*6.ȕHVWF\WRSODVPLTXHPDLVGHVSRROVWUqVDFWLIVGH*6.ȕRQWpWp
localisés au niveau du noyau et de la mitochondrie. Identifier les mécanismes responsables de la 
UpJXODWLRQQXFOpDLUHGH*6.ȕDpWpXQHSULRULWpDILQGHPLHX[FRPSUHQGUHVHVHIIHWVVXUO¶DSRSWRVH
O¶H[SUHVVLRQ JpQLTXH HW OHV DXWUHV pYqQHPHQWV QXFOpDLUHV 'HV stimuli apoptotiques comme la 
déprivation sérique, un traitement à la staurosporine et des variations de température redistribuent 
*6.ȕDXQLYHDXQXFOpDLUHLQGpSHQGDPPHQWGHVRQVWDWXWG¶DFWLYDWLRQGpSKRVSKRU\ODWLRQVXUVpULQH
et phosphorylation sur tyrosine). En effet, dès les premières étapes du processus apoptotique les taux 




GH *6.ȕ GDQV OH QR\DX SHXYHQW UDSLGHPHQW DXJPHQWHr suite à une inhibition de la machinerie 
G¶H[SRUWQXFOpDLUHQRWDPPHQWvia l¶LQKLELWLRQGHODSURWpLQH&50 (Bijur et Jope 2001). 
Gordon et Jope rapportent O¶H[LVWHQFHG¶XQHVpTXHQFHG¶LPSRUWQXFOpDLUHGDQVODSDUWLH1-terminale de 
*6.ȕ Malgré O¶H[LVWHQFHGHFHWWHVpTXHQFH, *6.ȕHVWUHWenue préférentiellement dans le cytosol. Il 
a été décrit 3 mécanismes pouvant réguler cette séquence : la formation des complexes protéiques, 
O¶pWDWGHODSKRVSKRU\ODWLRQVXU la tyr216 et la ser9. La NLS serait donc masquée au sein de la boucle 
d¶DFWLYDWLRn contenant la tyr216 (Meares et Jope 2007). 
%LHQTX¶XQHOLDLVRQj*%3fût décrite permettant son export du noyau, le mécanisme de localisation 
nucléaire de GSK3ɴ reste peu clair. Une piste semblerait se dessiner : la protéine TWEAK (TNF-like 
IDPLO\ PHPEHU 71) ZHDN LPSOLTXpH GDQV OHV SURFHVVXV DSRSWRWLTXHV LQWHUDJLUDLW DYHF *6.ȕ
permettant son accumulation nucléaire, favorisant à terme une hyperactivation de NF-ț% (De 
Ketelaere et al 2004). Il est également connu que le suppresseur de tumeur p53 se lie directement à 
*6.ȕDXVHLQGXQR\DX/D formation du  FRPSOH[HDFWLYH*6.ȕTXLVWLPXOHDORUVODWUDQVFULSWLRQ
des gènes cibles de p53 (Watcharasit et al 2002). 
La présence de protéines de la voie Wnt dans le noyau FRPPHO¶DxineO¶APC et dvl suggère fortement 
TX¶HOOHVSRXUUDLHQWUpJXOHU*6.ȕQXFOpDLUHPDLVFHODUHVWHjH[SORUHU 
$XWUH H[HPSOH O¶DQWLJqQH QXFOpDLUH ODWHQW /$1$ SURWpLQH RQFRJpQLTXH YLUDOH H[SULPpH GDQV OHV
tumeurs de sarcome de Kaposi séquestre GS.ȕGDQVOHQR\DXFRQGXLVDQWjXQHDFFXPXODWLRQHWune 
DFWLYDWLRQGHODȕ-caténine (Fujimuro et al 2003). 
Enfin, la protéine RhoB, petite GTPase, faciliterait aussi O¶DFFXPXODWLRQ et O¶H[SRUW QXFOpDLUH GH 
*6.ȕ, qui contrôle le turnover du facteur de transcription c-Myc. (Huang et al 2006) En effet, une 
GHV PXOWLSOHV IRQFWLRQV GH *6.ȕ QXFOpDLUH UpVLGHUDLW GDQV OD SKRVSKRU\ODWLRQ GHV IDFWHXUV GH
transcription tels que Jun, c-Myc et HSF-1 afin de les maintenir dans un état inactif dans des 
conditions basales. 
 
c. Dans la mitochondrie  
&HWWH ORFDOLVDWLRQVXEFHOOXODLUHGH*6.ȕHVWODPRLQVELHQGRFXPHQWpe à ce jour. Dans des 
QHXURQHV SULPDLUHV FRUWLFDX[ OH SRRO PLWRFKRQGULDO GH *6.ȕ H[KLEH XQH DFWLYLWp UHODWLYHPHQW
importante en réponse à des stimuli apoptotiques FDVVXUHGRXEOHEULQGHO¶$'1) (Bijur et jope 2003 
b). Les travaux de Watcharasit montrenWTXHSSHXWVHOLHUj*6.ȕdans la mitochondriHORUVG¶XQ
stimulus apoptotique. Dans cette étude le rôle fonctionnel de ce complexe mitochondrial Q¶HVWSDVELHQ
décritLOSRXUUDLWFHSHQGDQWIDFLOLWHUO¶DSRSWRVH!FDUO¶LQKLELWLRQGH*6.ɴ atténue à la fois la libération 
de cytochrome C LQGXLWHSDUSHWO¶DFWLYDWLRQGHVFDVSDVHV(Watcharasit et al 2003).  
De plus, GSK3ɴ participe à la phosphorylation du canal ionique VDAC (voltage dependent anion 
channel), protéine abondamment présente dans la membrane externe mitochondriale. Cette 
phosphorylation de VDAC par GSK3ɴ HPSrFKHO¶KH[RNLQDVH,,+;.,,GHVHOLHUj9'$&'DQVOHV




cellules transformées, ceci induit une dissociation des mécanismes de glycolyse et de survie cellulaire, 
conduisant à leur apoptose (Pastorino  et al 2005). 
 
d. Les rafts lipidiques 
 Ces domaines membranaires dynamiques constituent un véritable point de concentration pour 
les acteurs de signalisation. L¶XWLOLVDWLRQGHPXWDQWVQRQSKRVSKRU\ODEOHs sur la ser 9 démontre que le 
statut de phosphorylation est déterminant pour la localisatiRQ GH *6.ȕ au niveau de ces 
microdomaines membranaires. Dans les neurones primaires la déprivation en facteur sérique induit la 
WUDQVORFDWLRQGH*6.ȕDFWLYH DXQLYHDXGHV UDIWV&H UHFUXWHPHQWDXQLYHDXGHV UDIWVSRXUUDLW rWUH
médié SDUO¶DVVRFLDWLRQGH*6.ȕjO¶Dxine ou à la protéine AKAP220 mais cela reste à démontrer. 
'¶XQSRLQWGHYXHIRQFWLRQnel, ce recrutement permet sûrement XQUDSSURFKHPHQWGH*6.ȕYHUVVes 
cibles ou vers des effecteurs permettant son activation telles que la tyrosine kinase Pyk2 et la 
phosphatase PP2A. Une autre étude met en évidence la relocalisation de GSK3ɴ dans les rafts 
lipidiques DXFRXUVG¶XQHVWLPXODWLRQSUR-apoptotique, permettant son association avec les récepteurs 
de mort tel que le TNF-R (Sui et al 2006).  
 
5. Une possible régulation transcriptionnelle 
6LODUpJXODWLRQGH*6.ȕVHPEOHHVVHQWLHOOHPHQWpost-traductionnelle, on ne peut cependant pas 
exclure une régulation au niveau de sa transcription. En 1999 Lau et Coll. ont montré par des 
H[SpULHQFHV GH1RUWKHUQ TXH OD TXDQWLWp G¶$51PHVVDJHUV GH*6.ȕ GDQV OHV FHOOXOHV pWDLW WLVVX-
spécifique, suggérant fortement une régulation transcriptionnelle (Lau et al 1999). La caractérisation 
GX JqQH KXPDLQ GH*6.ȕPRQWUH TXH OH SURPRWHXU GH*6.ȕ QH SRVVqGH SDV GH © TATA box » 
classique mais plutôt une « CCAAT box » qui est retrouvée dans tous les promoteurs codant pour des 
enzymes clées du métabolisme  GHPrPH LO QHSRVVqGHSDVG¶pOpPHQW LQLWLDWHXUGH OD WUDQVFULSWLRQ
Chez des patientVSUpVHQWDQWODPDODGLHG¶$O]KHLPHUR*6.ȕHVWIRUWHPHQWGpUpJXOpHO¶DQDO\VHGX
JqQH GH *6.ȕ Q¶D UpYpOp DXFXQH PXWDWLRQ GDQs les régions codantes, seulement des variations 
polymorphiques au niveau du promoteur et de certaines régions non-codantes(Lau et al 1999, Russ et 
al 2001). 
Il est imaginable que ce sont des facteurs de transcription « tissu-spécifiques » qui contrôlent le 
SURPRWHXU GH *6.ȕ HW GRQc participe à sa régulation spatio-temporelle. Des formes épissées de 
GSK3ɴSUpVHQWDQWXQHSHUWHGHO¶H[RQRXGHVVRQWUHWURXYpHVGDQVOHVQHXURQHVGHSDWLHQWV
atteints par la maladie de Parkinson. De même, des formes épissées au niveau des exons 9 et 8 
GRPDLQH GH OLDLVRQ j )UDW HW j O¶D[LQH VRQW GpWHFWpHV GDQV OHV FHOOXOHV VRXFKHV OHXFpPLTXHV GH
patients atteints de Leucémie Myéloïde chronique (Jamieson et al 2004 ; Abrahamsson et al 2009). 
 
 




En conclusion la régulatLRQ GH O¶DFWLYLWp GH *6.ȕ UpVXOWH G¶XQH LQWpJUDWLRQPXOWL-étapes de 
cycles de phosphorylation/déphosphorylation qui représentent en quelque sorte sa signature 
G¶DFWLYDWLRQ /H WHPSV HW OD ORFDOLVDWLRQ GH WRXV FHV VLJQDX[ UpJXODWHXUV FRPELQpV FRQWULEXHQW j un 
FRQWU{OHpWURLWGH*6.ȕHWGHVHVFLEOHV 
& 5{OH GH *6.ȕ GDQV OHV SURFHVVXV SK\VLRORJLTXHV HW
pathologiques 
Le grand nombre de substrats potentiels de GSK3ɴ illustre bien son implication dans diverses 
fonctions cellulaires. Nous étudierons successivement son rôle dans la survie cellulaire, le 
PpWDEROLVPHpQHUJpWLTXH OHYLHLOOLVVHPHQWHW OHVWUHVVR[\GDQW O¶DGKpUHQFHHW ODWUDQVLWLRQpSithélio-
mésenchymateuse. Puis, nous décrirons ses rôles connus dans la transformation tumorale et la réponse 
immunitaire avant de présenter quelques options de ciblages thérapeutique. Des exemples pris dans les 
maladies neurodégénératives et le développement éclaireront le rôle potentiel de GSK3ɴ dans les 
étapes clées de la transformation tumorale. 
 
1. Survie et apoptose *6.ȕPL-Ange, mi-Démon 
a.  Apoptose 
*6.ȕ D G¶DERUG été décrite comme un composant majeur des voies de signalisation 
apoptotiques dans des modèles divers et variés : neurones corticaux et sympathiques (Hetman et al 
2002), cellules musculaires lisses (Hall et al 2001), cellules endothéliales (Kim et al 2002) et 
astrocytes (Sanchez et al 2001). Si OD VXUH[SUHVVLRQ WUDQVLWRLUH GH *6.ȕ déclenche une apoptose 
spontanée des fibroblastes et des cellules PC12 (Pap et Cooper 1998), des expériences de knock-in de 
GSK3ɴ QRQ SKRVSKRU\ODEOH GRQF FRQVWLWXWLYHPHQW DFWLYH PRQWUHQW TXH VRQ DFWLYDWLRQ Q¶HVW SDV
suffisante à elle seule pour induire une apoptose massive dans les souris transgéniques. (McManus et 
al 2005). 
 
En fait, l¶DFWLYDtion de GSK3ɴ LQGXLW O¶DSRSWRVH GDQV GHs conditions telles que la déprivation en 
facteur trophique ou O¶K\SR[LH (Song et al 2002), les stress oxydant, du réticulum endoplasmique 
(Song et al 2002), ou génotoxique, la toxicité induite par le peptide ɴ-amyloïde (AE) dans la maladie 
G¶$O]KHLPHUla protéine Tat de type 1 du VIH (Grimes et Jope R.S 2001), le prion (Perez et al 2003), 
et la polyglutamine dans la maladie de +XQWLQJWRQ¶V&DUPLchael et al 2002). 
La découverte du rôle de GSK3ɴ GDQV O¶DSRSWRVH D FRwQFLGp DYHF O¶LQWpUrW FURLVVDQW SRUWp à la 
protection neuronale offerte par le lithium, qui inhibe GSK3ɴ (Klein et Melton 1996). Bien que le 
lithium ait plusieurs effets sur les neurones, il a été montré que son action bénéfique vis-à-vis de 




O¶DSRSWRVHFDXVpHSDUXQH*6.ɴ hyperactive (Bijur et al.2000) était HQSDUWLHGXHjO¶LQKLELWLRQGH
GSK3ɴ (Bijur et al 2000 ; Li et al 2002 b).   
Le rôle pro-apoptotique de GSK3ɴ se situe à différents niveaux selon ses principales localisations 
cellulaires membranaires, cytosolique, mitochondriale ou nucléaire. &¶HVWDX VHLQGHV deux voies de 
signalisation apoptotiques, extrinsèque, activée par les récepteurs de mort membranaires et intrinsèque 
activée au niveau de la mitochondrie, que GSK3ɴ MRXHVRQU{OHPRGXODWHXUGHO¶DSRSWRVHSi le rôle 
pro-apoptotique de GSK3ɴ concerne les voies de réponse à un stimulus intrinsèque, il semble que son 
rôle anti-apoptotique se réalise en réponse à un stimulus extrinsèque, que nous évoquerons dans la 
partie survie. 
 
En réponse aux différents stimuli pro-apoptotiques, *6.ȕSURPHXWODYRLHLQWULQVqTXHHQV¶DVVRFLDQW
avec les effecteurs de la cascade de signalisation pour réguler des facteurs de transcription. GSK3ɴ 
contrôle ainsi leur expression protéique, OHXUDFWLYLWpGHOLDLVRQjO¶$'1HWOHXUORFDOLVDWLRQQXFOpDLUH
En effet, GSK3ɴ LQKLEHGLUHFWHPHQWSDUSKRVSKRU\ODWLRQO¶DFWLRQGHIDFWHXUGHWUDQVFULSWLRQ pro-survie 
tels que CREB, HSF1 (heat shock-1 factor), NFAT et la ɴ-caténine (Grimes et Jope 2001) et facilite 
O¶DFWLRQGHIDFWHXUVGHWUDQVFULSWLRQSUR-apoptotiques tels que c-Jun via la phosphorylation de MEKK1 
(mitogen-activated protein kinase kinase 1) (Kim et al 2003; Hongisto et al 2003) et p53 (Watcharasit 
et al 2002). De façon intéressante, GSK3ɴ régule p53 selon 3 mécanismes : le premier en jouant le 
rôle de protéine chaperonne (GSK3ɴ se lie à la partie C-ter de p53), ou le complexe p53/GSK3ɴ 
DXJPHQWH G¶XQH SDUW O¶DFWLYLWp FDWDO\WLTXH GH *6.ɴ indépendamment de son statut de 
phosphorylation sur la ser9 HW G¶DXWUH SDUW IDFLOLWH OHV DFWLRQV GH S ; le second mécanisme fait 
intervenir deux phosphorylations réalisées par GSK3ɴ sur les résidus S315 et S376 de p53, provoquant  
son export nucléaire et sa dégradation (Qu et al 2004). Enfin, le dernier mécanisme implique une 
phosphorylation directe sur le résidu ser33 de p53, GSK3ɴ stimulant ainsi O¶DFWLYLWpWUDQVFULSWLRQQHOOH
de p53 (Turenne et Price 2001).  
 
En premier lieu, ORUVGHO¶DFWLYLWpHIIHFWULFHSUR-apoptotique, GSK3ɴ joue un rôle déterminant dans la 
perméabilité mitochondriale. En effet, Pastorino a démontré que la phosphorylation de VDAC 
(Voltage dependent Anion Channel) par GSK3ɴ favorise la formation du complexe Bax/Bak et le 
relargage du cytochrome C et de protéines pro-apoptotiques par la mitochondrie. A terme il y a 
formation GHO¶DSRSWRVRPH et activation des caspases (Cheng et al 2001, Frisch et al 1999, 2008 ). En 
2008, Pagel et Coll ont démontré que GSK3ɴ SRXYDLWpJDOHPHQWIDFLOLWHUO¶RXYHUWXUHGHVP3W3SRUHV
mitochondriaux) grâce à son association directe avec Bax. (Pagel et al 2008) (Figures 9 et 10). *6.ȕ 
déstabilise aussi la protéine anti-apoptotique MCL-1 conduisant à la perméabilisation de la membrane 
mitochondriale. 
 










UpJXODQW OHV IDFWHXUV GH WUDQVFULSWLRQ FRQWU{ODQW O¶H[SUHVVLRQ GHV SURWpLQHV pro-apoptotiques, en favorisant les 
changements de structure cellulaire et la dégradation des microtubules et en induisant la perturbation 













Figure 10: ,PSOLFDWLRQGH*6.ȕGDQVODSHUPpDELOLVDWLRQGHODPHPEUDQHPLWRFKRQGULDOH  /¶KHxokinase 
II (HKII) protège les cellules de cette perméabilisation. En effet, HKII se lie à VDAC à la fois au niveau de son 
domaine de liaison à la membrane en partie N-ter et de son domaine BH4, ce dernier étant proposé comme 
compétiteur de liaison avec BCL-Xl. Le relargage de BCL-Xl facilite sa fixation avec BAX qui empêche 
O¶LQWeraction BAX-%$.HWODSHUPpDELOLVDWLRQ+.,,LQGXLWO¶ROLJRPpULVDWLRQGH9'$&HWODIRUPDWLRQGHVLWHV
GHFRQWDFWHQWUHO¶LQWpULHXUHW O¶H[WpULHXUGHVPHPEUDQHVGDQVOHVTXHOOHV$17adenine nucleotide translocator) 
et CK (octameric mitochondrial creatine kinase) ont probablement un rôle à jouer. La cyclosporine D (CYPD) 
augmente la liaison de ANT au complexe VDAC-+.,,/DSKRVSKRU\ODWLRQGH9'$&SDU*6.ȕGpWDFKH+.,,






GSK3ɴ est également impliquée dans la déstabilisation de la membrane lysosomale lors G¶XQVWUHVVGX
RE. Des défauts de synthèse, de maturation et de conformation protéiques génèrent des protéines non 
WUDQVSRUWpHVGDQVOH*ROJLFHTXLGpFOHQFKHO¶835XQIROGHGSURWHLQUHVSRQVHSUpPLFHDXVWUHVVGX
RE. Dans des conditions physiologiques normales, il y a arrêt de la synthèse protéique et dégradation. 
0DLV ORUVTXH FH VWUHVV VH SURORQJH LO SHXW DERXWLU j GH O¶DSRSWRVH LQGXLWH SDU OD GpVWDELOLVDWLRQ GHV
membranes mitochondriales et lysosomales. Dans deux lignées cellulaires leucémiques U937 et HL60, 
en réponse à un traitement à baVH G¶DQWKUDF\FOLQH LGRUXELFLQ HW G¶DQWLPpWDEROLWH F\WDUDELQH  le 
VWUHVV GX 5( LQGXLW O¶DFWLYDWLRQ GH *6.ɴ qui va activer la caspase 2, permettant in fine la 




perméabilisation du lysosome et le relaUJDJHG¶HQ]\PHVSURWpRO\WLTXHVde la famille des cathepsin. Il 
HVWGpFULWGDQVFHVPRGqOHVTXHODFDWKHSVLQ%HQJHQGUHO¶DFWLYDWLRQGHVFDVSDVHHW (Huang et al 
2009).  
 
Les caspases sont inhibées par des protéines de la famille des IAPs (Inhibitors of Apoptosis). Parmi les 
8 membres que compte cette famille, XIAP (X-linked Inhibitor of apoptosis) est le mieux décrit et est 
XQGHVFRPSRVDQWVGHO¶DSRSWRVRPHTXL associe Apaf-1, le cytochrome C et la caspase 9. Son rôle au 
sein de ce complexe reste cependant à élucider. Jope et Coll ont montré dans plusieurs types cellulaires 
que GSK3ɴ pouvait se complexer avec XIAP, cIAP-1 et cIAP-2, freinant ainsi la réponse pro-
apoptotique dépendante de GSK3ɴ au sein de la voie intrinsèque. (Sun et al 2008).  
 
/HVpYpQHPHQWVPDMHXUVSURYRTXDQWODSHUWXUEDWLRQGHODPLWRFKRQGULHHWFRQGXLVDQWjO¶DFWLYDWLRQGHV
caspases (dont la caspase-3) sont clairement facilités par GSK3ɴ, notamment par la régulation de la 
libération des protéines à domaine BH3, à partir des microtubules. 
 
b.  Survie 
En 1989, le lithium a été identifié comme un facteur amplifiant la cytotoxicité médiée par le 
TNF in vitro dans plusieurs types cellulaires et in vivo dans des tumeurs murines (Beyaert et al 1989). 
Il faut attendre 1996 pour découvrir que la cible du lithium est GSK3 (Klein et Melton 1996) et donc 
pPHWWUHO¶K\SRWKqVHTXH*6.ɴ pourrait promouvoir la survie. 
 
Ce fût surtout à la suite des expériences de souris knock-RXWTXH*6.ȕIXWGpSHLQWHFRPPHXn acteur 
majeur de la survie. /HVVRXULVLQYDOLGpHVSRXU*6.ȕVHGpYHORSSHQWQRUPDOHPHQWMXVTX¶jODPRLWLp
de la gestation, mais meurent vers le quatorzième jour suite à une apoptose massive des cellules 
hépatiques induite par le TNF-Į+RHIOLFKHWDO0). Ce phénotype de dégénérescence hépatique est 
remarquablement comparable à celui observé chez les animaux délétés pour RelA (sous unité p65 de 
NF-ț% RX ,-ț% NLQDVH  (Beg et al 1995 ; Li et al 1999) composants de la voie de signalisation 
classique de NF-ț%(Gosh and Karin 2002 ; Rothwarf and Karin, 1999). Or, Hoeflich a démontré que 
O¶DFWLYDWLRQGHNF- ț% dépendante de GSK3ɴ neutralisait la signalisation apoptotique induite par le 
TNF-Į. 
$ O¶KHXUH DFWXHOOH Ll existe 3 modes principaux documentés de la régulation de NF-ț% SDU*6.ȕ
(Ougolkov et 2007). In vitro *6.ȕSKRVSKRU\OHGLUHFWHPHQW OHGRPDLQH&-terminal de p65 sur les 
résidus 354 et 551 permettant une activation de NF-ț% (Schwabe et Brenner 2002). Mais des études 
plus approfondies restent à faire afin de déterminer si, in vivo, p65 est réellement une FLEOHGH*6.ȕ 
dans la voie pro-survie. A contrario, la phosphorylation sur la ser468 de p65 réalisée par GSK3ɴ altère 
O¶DFWLYLWpFRQVWLWXWLYHGHNF-ț% REVHUYpHQRWDPPHQWGDQVO¶LQIOammation chronique et dans certains 




cancers (Buss et al 2004).! De plus, GSK3ɴ D pWp UpFHPPHQWPRQWUpH FRPPH VXSSRUWDQW O¶DFWLYLWp
transcriptionelle de NF-ț% de manière promoteur-spécifique par des modifications épigénétiques, 
démontrant que GSK3ɴ supporte sélectivemmHQWO¶H[SUHVVLRQG¶XQVRXV-groupe de gènes activés par 
NF-ț% tels que Bcl-2, XIAP et IL-6 (Steinbrecher et al 2005 ; Ougolkov et al 2007). Enfin, il a été 
décrit dans la littérature que GSK3ɴ SRXUUDLWOHYHUO¶HIIHWLQKLELWHXUGHOD ɴ-caténine sur O¶DFWLYLWpGH 
NF-ț% (Deng et 2002; Deng et al 2004), suggérant que O¶LQKLELWLRQ GH *6.ɴ pourrait affecter 
O¶DFWLYLWp GH NF-ț% via la stabilisation des complexes ɴ-caténine/p65 nucléaires qui sont 
transcriptionnellement inactifs. Remarquablement, ces 3 modes de régulation de NF-ț% par GSK3ɴ
sont actifs dans le noyau indépendamment de la régulation classique par IʃB (Hoeflich et al 2000) 
(Figure 11). Toutefois, GSK3ɴ a aussi été impliquée dans la régulation de la kinase Ițț% responsable 
GH OD SKRVSKRU\ODWLRQ HW GH OD GpJUDGDWLRQ G¶,ʃB, qui séquestre p65 dans le cytosol (Takada et al 
2004).  
 
Figure 11: Les diverses actions de GSK3ȕ VXUO¶DFWLYLWpGH1)-kB dans le noyau. GSK3ȕ UpJXOHO¶DFWLYLWp
nucléaire de NF-N% LQGpSHQGDPPHQW GH OD GpJUDGDWLRQ G¶,N% HW GH OD WUDQVORFDWLRQ QXFOpDLUH GH 1)-kB 
(p65/p50).  
'¶DSrès Ougolkov et Billadeau 2006. 
 




%LHQTXH O¶HIIHW DQWL-apoptotique de GSK3ɴ GDQV O¶DSRSWRVH VWLPXOpHSDU OHV UpFHSWHXUVGHPRUW DLW
bien été établi, les bases mécanistiques de cette action restaient à être identifiées. 
/HV UpFHSWHXUV GH PRUW VRQW HVVHQWLHOV j O¶LQLWLDWLRQ GH OD VLJQDOLVDWLRQ DSRSWRWique extrinsèque 
(Ashkenazi et Dixit 1998) et une fois stimulés par leur ligand, ils se trimérisent. Puis, ces récepteurs 
trimériques se lient aux protéines cytoplasmiques FADD et la pro-caspase-8 (ou la 10) pour former un 
complexe connu sous le nom de DISC (death-inducing signaling complex). Cette formation du DISC 
SHUPHWG¶DFWLYHUODFDVSDVH-TXLFRQGXLWHQVXLWHjO¶DFWLYDWLRQGHVFDVSDVHVHIIHFWULFHVFDVSDVHV-3, 6 
HW'DQV ODPDMRULWpGHVFHOOXOHV O¶DFWLYDWLRQGH ODFDVSDVH-8 induite par le DISC est insuffisante 
pour éradiquer les cellules sans recruter le programme apoptotique mitochondrial via le clivage et 
O¶DFWLYDWLRQGHBid (Scaffidi et al 1998). GSK3ɴ inhibe cette voie apoptotique, en se fixant au niveau 
du complexe DISC, diminuant ainsi la transduction du signal SHUPHWWDQWO¶DFWLYDWLRQGHODFDVSDVH-8, 
induite par les récepteurs de mort.!(Beurel et Jope 2006).   
En 2009 Mao et son équipe montrH TXH OH FRPSOH[H',6& HVW FDSDEOH HQ UHWRXU G¶LQKLEHUGSK3ɴ!
notamment lors de la prolifération des progéniteurs neuronaux au cours du développement 
HPEU\RQQDLUH/¶LQWHraction entre le complexe DISC et GSK3ɴ génère un peptide DISC1 qui va agir 
comme compétiteur des substrats de GSK3ɴ. Cette interaction pourrait être exacerbée dans les 
pathologies psychiatriques. (Mao et al 2009). 
 
GSK3ɴ! peut aussi participer j OD VWDELOLVDWLRQ G¶oncogènes pro-survie, par exemple favorisant leur 
accumulation nucléaire via une régulation de leur traffic intracellulaire au niveau des endosomes 
(Huang et al 2006).  
GSK3ɴ peut également favoriser les interactions entre les protéines pro-apoptotiques et leur complexe 
protéique de destruction. /¶DEODWLRQDLJXs GH*6.ȕGDQVGHVOLJQpHVGHFDQFHUVFROR-rectaux active 
O¶DSRSWRVHSGpSHQGDQWHvia une diminution de MDM2, connue pour engendrer la dégradation de 
p53 par le protéasome (Kulikov et al 2005). 
Il est à noter que GSK3ɴ peut initier indirectement la survie cellulaire, en inhibant PTEN, suppresseur 
de la voie PI3K/PKB/Akt. En effet, Al-Khouri DGpPRQWUp TX¶j F{Wp GH la caséine kinase 2 (CKII) 
GSK3ɴ participe à la phosphorylation de PTEN et donc à son inhibition (Al-Khouri et al 2005).  
 
(QILQO¶DFWLYDWLRQ de GSK3ȕ peut réprimer une forte réponse autophagique dans certaines conditions 
de stress. Ce processus catalytique initié par le lysosome activé en condition de stress métabolique, 
JpQqUHGH O¶pQHUJLH VXSSOpPHQWDLUH ORUVTXH OHVFHOOXOHV VRQW VHYUpHV SDUWLFLSDQW au maintien de leur 
VXUYLH&HSHQGDQWO¶LVVXHILQDOHGHO¶DXWRSKDJLHSHXWrWUHIDWDOHSRXUXQHFHOOXOHDSRSWRVHHWQpFURVH
pouvant être induites. GSK3ɴ inhibe O¶DXWRSKDJLH via la dégradation du facteur Bif-1 (Yang et al 
2010).  
 




2. Métabolisme énergétique 
Les voies de survie cellulaire sont régulées en étroite relation avec les voies métaboliques. Nous 
avons vu précédemment la régulation croisée de HKII/Bax et de VDAC par GSK3ɴ͘Dans les cellules 
normales il est supposé que des voies de signalisation spécifiques régulent leur métabolisme de façon 
à supporter leur résistance au stress oxydatif ou nutritif. 
Dans la voie insulinique de production du glycogène, macromolécule de stockage énergétique, *6.ȕ
phosphoryle la glycogène synthase sur 4 résidus et contribue à son inhibition (Figure 6) (Embi et al 
1980). /¶pWXGH GH 0F0DQXV HW &ROO GpPRQWUH TXH seule O¶LQKLELWLRQ GH *6.ȕ HVW QpFHVVDLUH j
O¶DFWLYDWLRQGHODJO\FRJqQHV\QWKDVHDORUVTXHVRQDFWLYLWpHVWIDLEOHGDQVOHVVRXULVLQYDOLGpHVSRXU
les deux isoformes GSK3ɲ et GSK3ɴ.  
GSK3ɴ est également impliquée dans la répression des enzymes gluconéogéniques telles que le 
phosphoenolpuruvate carboxykinase et la glucose 6 phosphatase, réduisant ainsi la production de 
glucose hépatique (McManus et al 2005). En 2008, Patel génère des délétions tissu-spécifiques de 
GSK3ɴ et analyse leur impact, alors que le KO conditionnel de GSK3ɴ GDQV OH IRLH Q¶D SDV GH
répercussion majeure sur le métabolisme, la tolérance au glucose et la VHQVLELOLWp j O¶LQVXOLQH VRQW
augmentées dans le muscle squelettique (Patel et al 2008). 
A côté de son rôle inhibiteur de la traduction protéique via la phosphorylation de la sous-XQLWp İ
G¶H,)% :HOVKHWDO*6.ȕ IDYRULVHO¶XWLOLVDWLRQGHVDFLGHVDPLQpVFRPPHVRXUFHpQHUJpWLTXH
dans certaines conditions de stress cellulaire. Le fait de bloquer la synthèse protéique pourrait inciter 
les cellules à se reprogrammer dans un état dormant ou quiescent conférant un avantage de résistance 
ou dans le pire des cas IDFLOLWHUO¶apoptose (Pap et Cooper 2002). 
*6.ȕDGHPrPHXQU{OH LQKLELWHXUVXUODV\QWKqVHGHVDFLGHVJUDV!et pourrait également favoriser 
leur utilisation comme source énergétique en condition de stress. 
3. Vieillissement et stress oxydant 
Nous avons vu que les voies métaboliques pouvaient être modulées par GSK3ɴ pour assurer la 
résistance cellulaire face à certains stress. Le vieillissement cellulaire et du microenvironnement en 
général, ainsi que le stress oxydant sont des stress majeurs impliquant GSK3ɴ͘ 
a. Stress oxydatif et hypoxie 
Une des clés de la compréhension des capacités de survie des cellules est leur grande aptitude à 
se protéger du stress oxydatif. Au sein du microenvironnement, des modifications des contacts 
DGKpVLIVRXXQHK\SR[LHSHXYHQWj O¶LQVWDU du vieillissement cellulaire entraîner des variations de la 
production de radicaux oxygénés intracHOOXODLUHV,OV¶HQVXLWVRLWODVXUYLHVRLW la mort cellulaire selon 
les quantités de ROS SURGXLWHVHWOHVFRQGLWLRQVG¶DFWLYDWLRQFHOOXODLUHEn effet, selon que la cellule 




est en état de prolifération ou de quiescence, dans des conditions adhésives spécifiques, la réponse au 
stress oxydant pourrait faire intervenir soit la voie PI3K/Akt, soit la voie GSK3ɴ avec en aval la 
UpJXODWLRQG¶HQ]\PHVGHGpWR[LILFDWLRQVSpFLILTXH/DSlupart des études démontrent un rôle négatif à 
GSK3ɴ sur la réponse anti-oxydante. Chez C. elegans, le facteur de transcription, SKN1, impliqué 
dans cette détoxification, est nécessaire à la résistance au stress oxydant. GSK3ɴ empêche, par 
phosphorylation, TXH 6.1 V¶DFFXPXOH GDQV OH QR\DX HW H[HUFH VRQ U{OH G¶DFWLYDWHXU GH OD
transcription de gènes impliqués dans la détoxification des ROS et dans la résistance au stress (An et 
al 2005).   
Dans des cellules de glioblastome, une expositLRQjORQJWHUPHjXQVWUHVVR[\GDWLILQGXLWO¶DFWLYDWLRQ
GH*6.ȕTXLOLPLWHOHVUpSRQVHVFHOOXODLUHVDQWLR[\GDQWHVOLpHVjODYRLHGXJOXWKDWLRQSDUO¶H[FOXVLRQ
nucléaire du co-facteur de transcription Nrf2 (NF-E2-related factor 2) (Salazar et al 2005, Rojo et al 
2008). Ainsi, suite à un stress oxydant, GSK3ɴ est activée par phosphorylation sur sa tyr 216 par la 
tyrosine kinase Fyn et à son tour phosphoryle Nrf2 qui est exportée du noyau, ubiquitinylée et 
dégradée (Jain et Jaiswal 2007).  
Toujours dans des cellules de glioblastome, il a été mis eQpYLGHQFHTX¶XQHYRLH5KR%$NWinduite par 
les ROS, en conditions hypoxiques, entraînait une inactivation de GSK3ɴ, ce qui favorisait la 
VWDELOLVDWLRQG¶+,)ɲ (hypoxia-inducible factor 1ɲ), facteur de transcription pro-angiogénique (Skuli 
et al 2006). Dans le cerveau murin normal, il a été observé sous hypoxie une rapide déphosphorylation 
sur sérine, donc une activation de GSK 3ɴ GDQVOHFRUWH[O¶KLSSRFDmpe et le striatum (Roh et al 2005).  
Ainsi, ces études suggèrent que GSK3ɴ HVWXQUpJXODWHXULPSRUWDQWGHODUpSRQVHFHOOXODLUHjO¶K\SR[LH 
et au stress oxydant qui peut aboutir soit à une protection soit à des effets délétères selon la durée du 
VWUHVVHWOHVFRQGLWLRQVFHOOXODLUHVG¶DFWLYDWLRQ 
 
b. Vieillissement et Sénescence 
A long terme, OHV 526 LQGXLVHQW GHV GRPPDJHV j O¶LQWpULHXU GHV FHOOXOHV FRQFRXUDQW DX
vieillissement des cellules ou « Aging ». /¶DJLQJ FHOOXODLUH HVW DVVRFLp j XQH SHUWH SURJUHVVLYH GHV
capacités réplicatives due en partie à un arrêt irréversible du cycle cellulaire. Au cours du processus de 
vieillissement de fibroblastes humains, la forme active de GSK3ɴ V¶DFFXPXOe dans le noyau et 
V¶DVVRFLH j S53 induisant à terme une senescence réplicative (Zwijewski et Jope 2004).Cette 
senescence est caractérisée par des changements morphologiques (augmentation du nombres de 
vacuoles et des pseudopodes), une augmentation de la ɴ-galactosidase et surtout une augmentation des 
inhibiteurs du cycle cellulaire tels que p53, p21 et un raccourcissement des télomères.  
Cependant, Mai et Coll ont montré récHPPHQWTXHO¶DFWLYDWLRQGH*6.3ɴ augmeQWHO¶H[SUHVVLRQde 
hTERT sous-XQLWp FDWDO\WLTXH GH O¶KRORHQ]\PH WpORPpUDVH, DLQVL TXH O¶DFWLYLWp FDWDO\WLTXH GH FHWWH
dernière dans des cellules cancéreuses de colon. Cette reverse transcriptase est normalement exprimée 




dans les cellules souches et danVGHQRPEUHX[FDQFHUVORUVGHODUpSOLFDWLRQGHO¶$'1PDLQWHQDQWOD
longueur des télomères. Les effets de GSK3ɴ sur hTERT sont associés à une diminution de 
O¶H[SUHVVLRQ GH S S F-jun, et XQH DXJPHQWDWLRQ GH O¶H[SUHVVLRQ GH &'.6 et de la 
phosphorylation de Rb. (Mai et al 2009). Ainsi, encore une fois, les actions de GSK3ɴ VXUO¶activité 
réplicative cellulaire peuvent être duales selon les conditions. 
 
4. Cycle cellulaire/prolifération 
A coté de son activité régulatrice de la télomérase, GSK3ɴ FRQWU{OH O¶RULHQWDWLRQ GX IXVHDX
mitotique ainsi que certains acteurs clefs du cycle cellulaire. En effet, *6.ȕ V¶DYqUH rWUH XQ
médiateur central qui connecte les signaux extracellulaires avec la machinerie du cycle cellulaire, 
créant ainsi un équilibre dynamique entre les différentes protéines du c\FOH/¶DFWLYLWpGH*6.ȕHVW 
plus élevée en phase G1 et diminue en suite au fur et à mesure que les cellules progressent dans le 
cycle cellulaire (Cohen et Frame 2001, Doble et Woodgett 2003). 
Une étude récentH LGHQWLILH*6.ȕFRPPHXQ UpJXODWHXUPDMHXUGH ODSURWpRO\VHGH ODSKRVSKDWDVH
Cdc25A qui active les CDKs (Cyclines dépendantes des kinases) au cours de la phase S et de la 
mitose. Après une « pré-phosphorylation » par Plk3 (Polokinase 3), *6.ȕSKRVSKRU\le à son tour 
Cdc25A permettant ainsi son ubiquitinylation et sa dégradation. Suite à un stress génotoxique, il existe 
XQHFRRSpUDWLRQHQWUH*6.ȕHWFKNSRXULQGXLUHODGpJUDGDWLRQGH&GF$. De façon récurrente, il 
semble exister une corrélation entre un IRUWWDX[GH&GF$UHVSRQVDEOHG¶XQHLQVWDELOLWpJpQRPLTXH
et une inhibition GH*6.ȕGDQVSOXVLHXUVFDQFHUV(Kang et al 2008).  
Une étude antérieure a égalemHQWGpPRQWUpTXH*6.ȕFRQFRXUW à la déstabilisation de p27 Kip1, qui 
bloque les cellules en phase G1 et G1/6 GX F\FOH FHOOXODLUH HQ O¶DEVence de facteur de croissance. 
(Surjit et Lal 2007). 'HSOXVXQHDXWUHpWXGHDQWpULHXUHDPRQWUpTXH O¶LQKLELWLRQGH*6.ɴ, par le 
lithium, induit un arrêt mitotique retardé et cible la différenciation des cellules de neuroblastomes 
(Garcia-Perez et al 1999), suggérant que cette kinase une fois activée permet la prolifération de ces 
cellules tumorales. Cette régulation de p27 par GSK3ɴ est également décrite comme un élément clef 
de la transformation leucémique. (Wang et al 2008) 
De plus, il a été décrit que la localisation sub-cellulaire et la dégradation de la Cycline D1 pendant le 
cycle cellulaire étaienWpWURLWHPHQWOLpHVjO¶DFWLYLWpGH*6.ȕ'LHKOHWDO3HQGDQW la phase S 
du cycle cellulaire, *6.ȕ SKRVSKRU\OH OD WKU286 de la Cycline D1, ce qui favorise son export 
nucléaire et sa dégradation dans le cytoplasme via le protéasome (Shtutman et al 1999) 
 De même, LOVHPEOHH[LVWHUXQHFROODERUDWLRQpWURLWHHQWUHOHVXSSUHVVHXUGHWXPHXU37(1HW*6.ȕ
VXUODUpJXODWLRQGHODF\FOLQH'(QHIIHWODGLPLQXWLRQGHO¶H[SUHVVLRQGHODF\FOLQH'SDU37(1
HVWPpGLpHSDUODYRLH*6.ȕȕ-caténine/TCF en coopération avec le facteur de transcription CREB 
(Huang et al 2007) 




Enfin, *6.ȕ HVW DXVVL QpFHVVDLUH j OD UpRULHQWDWLRQ GX FHQWURVRPH HW GX F\WRVTXHOHWWH GH
microtubules  impliqués dans la rotation du fuseau mitotique au cours du développement précoce de 
C.elegans. Son LQKLELWLRQSURYRTXHGHVGpIDXWVGDQVO¶DOLJQHPHQWGHVFKURPRVRPHVDXVHLQGXSODWHDX
métaphasique (Wakefield et al 2003). De plus, *6.ȕ VHUDLW UpJXOpH SDU 3.% VSDWLDOHPHQW WRXW OH
long du fuseau mitotique et temporellement au cours du cycle cellulaire.  
ALQVL JOREDOHPHQW *6.ȕ H[HUFH XQH DFWLRQ UpJXODWULFH QpJDWLYH VXU OD SURJUHVVLRQ GX F\FOH
cellulaire. 
 
5. Adhésion et transition épithélio-mésenchymateuse. 
a.  Architecture, adhésion et migration cellulaire 
La polarité est une caractéristique fondamentale des cellules, qui régit de très nombreuses 
IRQFWLRQV ELRORJLTXHV 3DU H[HPSOH OD PLVH HQ SODFH UDSLGH GH O¶D[H DQWpUR-SRVWpULHXU GH O¶RHXI
IpFRQGpSHUPHWO¶RULHQWDWLRQGXIXWXUHPEU\RQ$XFRXUVGXGpYHORSSHPHQW la polarité des cellules se 
traduit par une ségrégation asymétrique de facteurs de différenciation à des pôles opposés de la cellule, 
donnant naissance à des cellules filles différentes, notion fondamentale lors de la division asymétrique 
des cellules souches hématopoïétiques. Dans les cellules adultes différenciées, comme les cellules 
épithéliales, la face apicale est très nettement distincte de la face baso-latérale. /¶DV\PpWULH GHV
cellules et leur orientation peuvent aussi être modulées en réponse aux modifications de 
O¶HQvironnement. *6.ȕMRXe un rôle clef dans la polarité cellulaire statique (adhésion) ou dynamique 
(migration). 
 
En condition statique, la polarité des cellules épithéliales est déterminée et maintenue par des 
complexes de jonctions serrées et adhérentes apicales qui sont localisés à tous les points de contact 
cellule-cellule. La mise en place de ces jonctions nécessite la dégradatiRQGH*6.ȕFRQWU{OpHSDUOHV
JOXFRFRUWLFRwGHV F¶HVW QRWDPPHQW OH FDV DX FRXUV GX GpYHORSSHPHQW HW GH OD GLIIpUHQFLDWLRQ GHV
glandes mammaires pendant la période de gestation (Failor et al 2007). En cas de stress inflammatoire, 
O¶DFWLYDWLRQ GH *6.ɴ favorise une augmentation de la perméabilité au niveau de ces jonctions 
intercellulaires.  
De plus, les interactions adhésives cellule-cellule ou cellule-matrice ont une importance capitale dans 
le maintien de la survie cellulaire dans des conditions physiologiques ou en réponse à différents types 
de stress. La dé-adhésion des cellules de leur stroma entraîne le processus apoptotique appelé anoïkis. 
La GSK3ɴ activée facilite la mort par anoïkis (Jim et al 2002)-!Deux grandes voies de signalisation 
VRQWLPSOLTXpHVGDQVOHFRQWU{OHGHODVXUYLHFHOOXODLUHSDUOHVUpFHSWHXUVG¶DGKpVion de type intégrine : 
La voie PI3K et la voie JNK qui VRQW DFWLYpHV UHVSHFWLYHPHQW VHORQ OD SUpVHQFH RX O¶DEVHQFH GHV
facteurs sériques. 




Toutefois, GSK3ɴ peut être activée HQDYDOGHO¶HQJDJHPHQWGHs intégrines : ɲ2ɴORUVG¶XQHOLDLVRQj 
une matrice de collagène en trois dimensions (Ivaska et al 2002), et ɲ5ɴ ORUV G¶XQH OLDLVRQ j OD
fibronectine (De Toni et al 2006). Si DXFXQ U{OH SK\VLRORJLTXH GH O¶DFWLYDWLRQ GH *6.ɴ Q¶D été 
rapporté dans la première étude, les résultats de la deuxième étude PRQWUHQW TXH O¶DFWLYDWLRQ GH
GSK3ɴ supporte la survie des cellulHVOHXFpPLTXHVDGKpUHQWHVHWOHXUFKLPLRUpVLVWDQFHHQO¶DEVHQFHGH
facteur de croissance (De Toni et al 2006) (Figure 31). 
En condition dynamique, lHU{OHGH*6.ȕGDQVOHPDLQWLHQGHO¶DUFKLWHFWXUHHWODPLJUDWLRQFHOOXODLUH
a été essentiellement décrit dans le développement du système nerveux. /D UpWUDFWLRQHW O¶H[WHQVLRQ
des neurites, processus cruciaux lors du développement du sytème nerveux, sont spatio-
WHPSRUHOOHPHQW FRRUGRQQpHV SDU *6.ȕ DILQ G¶RSWLPLVHU OD FURLVVDQFH D[RQDOH $X GpEXW GX
processus dH UDOORQJHPHQW GHV F{QHV GH FURLVVDQFH DX QLYHDX GH IURQW GH PLJUDWLRQ *6.ȕ HVW
maintenue sous forme inactive (Etienne-Manneville et al 2003, Eickholt et al 2002). /¶LQKLELWLRQGH
GSK3ɴ FRQGXLW j O¶DFWLYDWLRQ GH OD SURWpLQH &503-2 et à une stimulation dH O¶DVVHPEODJH GHV
microtubules et de leur réorientation lors du processus migratoire. La mise en place G¶XQFRPSOH[H
Cdc42-Par6-aPKC s¶avère être essentielle à la polarité cellulaire HQ SHUPHWWDQW O¶LQDFWLYDWLRQ GH
GSK3ɴpar phosphorylation. La forme inhibée GH*6.ȕHVWORFDOLVpHDYHF&GFHW3.&ȗjO¶DYDQW
des cellules en migration. 
*6.ȕHVWpJDOHPHQWFDSDEOHGHSURPRXYRLUO¶pWDOHPHQWFHOOXODLUHYLDODSKRVSKRU\ODWLRQGe protéines 
FOHIVGHVFRPSOH[HVIRFDX[G¶DGKpVLRQ : la paxiline et FAK (Focal Adhesion Kinase) (Cai et al 2006). 
$LQVLF¶HVWXQHVpTXHQFHDOWHUQDWLYHGHSKRVSKRU\ODWLRQHWGHGpSKRVSKRU\ODWLRQGHFHVSURWpLQHVTXL
YD FRQWU{OHU OD FRQFHQWUDWLRQ HQ UpFHSWHXU G¶DGKpVLRQ HW OH UpDUUDQJHPHQW GX F\WRVTXHOHWWH GDQV OHV
zones frontales de migration. 6L)$.Q¶DSDVpWpPRQWUpFRPPHFDSDEOHGHSKRVSKRU\OHU*6.ɴ, en 
revanche son homologue Pyk2 phosphoryle GSK3ɴ DXFRXUVGHODWUDQVPLVVLRQGHO¶LQIOX[QHUYHX[ 
A la vue de toutes ces investigations sur GSK3ɴ et adhésion/migration cellulaire, on est en droit 
G¶imaginer que GSK3ɴ pourrait jouer un rôle notable dans la transition épithélio-mésenchymateuse. 
 
b.  Transition Epithélio-Mésenchymateuse (TEM) 
,OV¶DJLWG¶XQHQVHPEOHG¶pYqnements qui permettent aux cellules épithéliales de surmonter les 
FRQWUDLQWHV SK\VLTXHV WHOOHV TXH FHOOHV LPSRVpHV SDU OHV MRQFWLRQV LQWHUFHOOXODLUHV HW G¶DGRSWHU XQ
SKpQRW\SHPLJUDWRLUH&HSURFHVVXVDpWpLGHQWLILpjGHVpWDSHVSUpFLVHVGHO¶HPEU\RJHQqVHDXFRXUV
desquelles les cellules épithéliales migrent et colonisent des territoires embryonnaires de façon 
parfaitement contrôlée. Certains mécanismes moléculaires impliqués dans la TEM ont été élucidés ; en 
revanche, son implication dans le processus invasif ou métastatique des cellules cancéreuses est un 
FKDPSG¶LQvestigation en plein expansion. La TEM est caractérisée par ODSHUWHG¶H[SUHVVLRQGHOD(-
cadhérine protéine clef de la formation des jonctions serrées intercellulaires, et par O¶DXJPHQWDWLRQGH
certaines protéines mésenchymateuses comme la vimentine. Suivant le contexte cellulaire et 




physiopathologique, GSK3ɴ régule négativement la TEM. De façon intéressante, *6.ȕUpSULPH OD
transcription du gène 6QDLO YLD O¶LQKLELWLRQ GH 1)-ț% dans les cellules épithéliales normales. Le 
facteur de transcription aux doigts de zinc Snail est un acteur central dans la TEM réprimant la 
transcription du gène de la E-FDGKpULQH6QDLOQ¶HVWSDVH[SULPpGDQVOHVFHOOXOHVpSLWKpOLDOHV normales 
mais dans les cellules tumorales (son expression est inversement corrélée avec le grade de la tumeur). 
'DQV OHV FDQFHUV GX VHLQ OD YRLH FDQRQLTXH :QWȕ-caténine/TCF régule posiWLYHPHQW G¶XQH SDUW
O¶H[SUHVVLRQ GH 6QDLO HW G¶DXWUH SDUW IDYRULVH O¶LQWHUDFWLRQ *6.ȕ$[in2 induisant ainsi une 
UHORFDOLVDWLRQGH*6.ȕHQGHKRUVGXQRyau. Ce dernier ne peut donc plus exercer son action répressive 
sur Snail <RRN HW DO  ,O HVW j QRWHU TX¶XQH LQKLELWLRQ GH*6.ɴ peut induire une TEM par 
exemple dans les cellules épithéliales de rein. 
Cependant dans certains cancers, *6.ȕ LQWHUDJLW GLUHFWHPHQW DYHF 6QDLO OH SKRVSKRU\ODnt sur 2 
résidus qui permettent à la fois sa déstabilisation/dégradation et une relocalisation subcellulaire (Zhou 
et al 2004).  
 
 
Figure 12 : Mécanismes de régulation de la TEM  par GSK3ȕ. GSK3ȕ régule plusieurs molécules qui 
participent à la transformation épithélio-mésenchymateuse (TEM) j O¶LQYDVLRQ HW à la dissémination 
métastatique. Les cellules épithéliales normales sont connectées entre elles grâce aux E-cadhérines qui se lient à 
O¶Į et ȕ-caténine, permettant ainsi la connexion entre les E-cadhérines et le cytoVTXHOHWWHG¶DFWLQH/RUVGH OD
TEM les taux de E-cadhérines diminuent via une répression transcriptionnelle médiée par Snail. Les MMPs 
(Matrix Metallo Protease) dégradent la membrane basale et facilitent la migration des cellules cancéreuses. Les 
MMPs sont contrôlées par Snail, AP-1 et NF-țB. 
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En conclusion, GDQVGHVFRQGLWLRQVSK\VLRORJLTXHVQRUPDOHV*6.ȕ sous forme active se comporte 
comme un suppresseur de la TEM, en revanche, dans certaines conditions notamment au cours du 
processus de tumorigenèse et de dissémination métastatique, GSK3ɴ! sous forme inhibée pourrait 
promouvoir la TEM. (Bachelder et 2005).  
c. Tau et les microtubules GDQVODPDODGLHG¶$O]KHLPHU 
GSK3ɴ influence la neurogénèse et la plasticité neurale, au cours du développement 
embryonnaire initiant les progéniteurs neuronaux vers une voie de différenciation. Sa dérégulation 




Figure 13: GSK3ȕ HVWLPSOLTXpHGDQVODQHXURSDWKRORJLHGHODPDODGLHG¶$O]KHLPHU La phosphorylation de 
Tau par GSK3ȕ entraîne une diminution de la liaison aux microtubules, conduisant peut-être à une augmentation 
de la formation des filaments hélicoïdaux (PHF,  paired helical filament), et par la suite à celle 
G¶HQFKHYrWUHPHQWV QHXURILEULOODLUHV 1)7 *6.ȕ facilite la production de ȕ-amyloïde (Ab), et donc la 
formation de plaques amyloïdes. GSK3ȕ SKRVSKRU\OHDXVVLOHSUpFXUVHXUGHO¶DP\ORwGH$33DP\ORLGSUHFXUVRU
protein) et peut se lier directement à la  préséniline-1 (PS1). Une forme active de GSK3ȕ a été identifiée dans les 
neurones développant des dégénérescences granulo-vacuolaires (GVD, granulovacuolar degeneration), dans des 
FDV GH PDODGLH G¶$O]KHLPHU FH TXL SRXUUDLW UHSUpVHQWHU XQH IDoRQ GH VpTXHVWUHU OD *6.ȕ active. b  ȕ-
secretase ; g Ȗ-secretase ; RE : réticulum endoplasmique. 
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/D PDODGLH G¶$O]KHLPHU HQ HVW O¶H[HPSOH W\SH R OD PRGLILFDWLRQ GX F\WRVTXHOHWWH DERXWLW j OD
formation de plaques amyloïdes entre les cellules neuronales. En effet, *6.ȕK\SHUSKRVSKRU\OH la 
protéine Tau sur 4 résidus (ser 199, thr 231, ser 396 et ser 413), affaiblissant ainsi sa liaison aux 
microtubules. Dans la majeure partie des cas des filaments hélicoïdaux (PHF paired helical filament) 
se forment, ce sont les prpPLFHV j XQH SRWHQWLHOOH LQVWDOODWLRQ G¶HQFKHYrWUHPHQWV QHXURILEULOODLUHV
(NFT neurofibrillary tangle) (Jonhson et Bailey 2002). Les souris transgéniques knock-LQSRXU*6.ȕ
présentent GHVWURXEOHVGHO¶DSSUHQWLVVDJHVSDWLDOTXLSRXUUDLHQWrWUHXQHGHVFRQséquences directes de 
O¶K\SHUSKRVSKRU\ODWLRQGH7DX(Hernandez et al 2002). GSK3ɴ pourrait donc contribuer à la formation 
GHGpS{WVGH7DXK\SHUSKRVSKRU\OpHUHWURXYpHGDQVG¶DXWUHVQHXURSDWKLHVdégénératives (Ferrer et al 
 *6.ȕ HVW pJDOHPHQW LPSOLTXpe dans la génèse des plaques amyloïdes constituées par le 
peptide ȕ-amyloïde. Ce peptide est la résultante du clivage protéolytique du précurseur de la protéine 
DP\ORwGH $33 SDU OD ȕ-VpFUpWDVH HW OD Ȗ-VpFUpWDVH *6.ȕ participe à la neurotoxicité en 
SKRVSKRU\ODQW$33HQWUDLQDQWXQHVXUSURGXFWLRQGHȕ-amyloïde (Phiel et al 2003).  
,OHVWjQRWHUTX¶une déficience en ser9 phosphorylation augmente la susceptibilité à développer des 
désordres ou troubles mentaux (dépression et hyperactivité) ; de façon surprenante et inattendue cette 
déficience en ser9 phosphorylation est retrouvée dans les cellules sanguines des patients atteints de 
désordres bipolaires symptomatiques (Polter et al 2010)  
 
6. GSK3ȕ et cancer  
La dissection des processus oncogéniques qui convertissent les cellules normales en cellules 
cancéreuses est cruciale pour une meilleure compréhension des mécanismes de la transformation et in 
fine pour le développement de thérapeutiques anti-cancéreuses plus efficaces. Bien que des progrès 
significatifs ont été réalispV UpFHPPHQW JUkFH j O¶LVROHPHQW des cellules souches cancéreuses tissu- 
spécifiques (Ailles et Weissman 2007; Gupta et al 2009), peu GHFKRVHV VRQW FRQQXHVVXU O¶KLVWRLUH
naturelle de cette conversion oncRJpQLTXH HW O¶pWDEOLVVHPHQW GHV FHOOXOHV VRXFKHV FDQFpUHXVHV La 
carcinogenèse est un processus complexe avec une étiologie multifactorielle qui peut être divisé 
H[SpULPHQWDOHPHQW HQ  VWDGHV LQLWLDWLRQ SURPRWLRQ HW SURJUHVVLRQ /¶LQLWLDWLRQ HVW DVVRFLée à des 
mutations GHO¶$'1GDQVXQHFHOOXOHVRXFKHQRUPDOHLa promotion est un mécanisme réversible au 
FRXUVGXTXHO LO \ DDXJPHQWDWLRQGX WDX[GH UpSOLFDWLRQDFFRPSDJQpHRXSDVG¶DOWpUDWLRQVJpQLTXHV
GDQVXQHFHOOXOHTXHO¶RQSHXWTXDOLILpHGHSUp-cancéreuse. La progression représente le changement 
génétique final irréversible associé à la conversion de tumeur bégnigne en tumeur maligne qui donne 
naissance à la cellule souche cancéreuse. Dans les leucémies aiguës myéloïdes où les cellules souches 
leucémiques ont été fonctionnellement définies (Bonnet et Dick 1997 ; Lapidot et al 1994), il a été 
montré que le premier évènement oncogénique initiateur pouvait convertir une cellule souche 
hématopoïétique en cellule souche pré-leucémique (Cozzio et al 2003 ; So et al 2003). Il est intéressant 
de noter que cette nouvelle notion de cellule souche pré-cancéreuse a été largement détaillée dans la 




revue de Gao publiée en 2007, où sont listées entre autre les différences entre cellule souche 
cancéreuse et cellule souche pré-cancéreuse (Gao 2007). La cellule souche pré-cancéreuse apparaît 
donc au cours de la promotion qui semble être un état réversible alors que la cellule souche cancéreuse 
apparaît au cours de la progression qui est un état irréversible. 
 
Longtemps considérée comme suppresseur de tumeur du fait de son inactivation dans les voies 
canoniques Wnt et PI3K/PKB exacerbées dans les cellules cancéreuses, plusieurs équipes ont 
désormais démontré que GSK3ɴ SDUWLFLSHUDLWjO¶RQFRJHQqVHHWVXSSRUWHUDLW les fonctions de survie et 
de prolifération des cellules tumorales dans certaines conditions. Comme nous allons le voir, 
O¶LPSOLFDWLRQGH*6.ɴ dans les 3 étapes de la carcinogenèse est empreinte de dualité. 
a. GSK3ɴ suppresseur de tumeur 
Nous avons vu que *6.ȕ est un inhibiteur clé des voies de signalisation Wnt Hedgehog et 
Notch qui contrôlent la détermination et la maintenance des cellules souches. Au sein de ces voies, 
GSK3ɴ contrôle les proto-RQFRJqQHVȕ-caténine, c-Myc et c-Jun au niveau de leur localisation et leur 
GpJUDGDWLRQ LQKLEDQW DLQVL OD SUROLIpUDWLRQ HW O¶DXWR-renouvellement. Cependant, ces 3 voies sont 
fréquemment dérégulées dans les cancers, via des mutations gain de fonction de leurs acteurs et/ou 
O¶LQKLEiWLRQGH*6.ȕ retrouvée fréquemment dans les cancerVG¶RULJLQHVGLYHUVHV (Polakis et al 2007, 
Mishra et al 2010). 
Dans certains cancers du sein ErbB2 (Erythroblastic leukemia viral oncogene homolog 2) positifs, 
GSK3ɴ est inhibée par la voie PI3K/PKB(Akt)/MAPK sous la dépendance de ErbB2, ce qui contribue 
à une dérégulation de la transition G1-S et in fine à la transformation des cellules épithéliales 
mammaires. De même, il a été décrit dans des hépatomes que le complexe ERK/GSK3 prime GSK3ɴ, 
GHPDQLqUHjFHTX¶HOOHVRLt phosphorylée sur sa ser9 par p90rsk. La voie Wnt contribue également à 
O¶LQKLELWLRQ GH *6.ȕ HQ DXJPHQWDQW VD SKRVSKRU\ODWLRQ VXU OD VpULQH TXL FRQGXLW DLQVL j une 
VXUH[SUHVVLRQ GH OD ȕ-caténine et à une diminution GH O¶(-cadhérine dans les cellules cancéreuses 
(Ohira et 2003).  
De façon intéressante, dans les adénocarcinômes pulmonaires et les carcinômes pulmonaires à petites 
FHOOXOHVO¶DXJPHQWDWLRQGHODSKRVSKRU\ODWLRQVXUODVHU de GSK3ɴ est associée à une forte expression 
GHO¶(*)UpFHSWHXUXQHGLminution du suppresseur de tumeur PTEN et à un mauvais pronostic (Zheng 
et al 2007). De plus, la forme inactive de GSK3ɴ est retrouvée plus fortement exprimée que dans les 
tissus sains adjacents. 
GSK3ɴ est également décrit comme un régulateur négatif de ERK1/2. En effet, son inhibition par 
PKCɷ induit O¶DFWLYDWLRQ GH (5. SHUPHWWDQW la synthèse de COX- HW GH O¶,/-8 impliquées dans 
O¶LQIODPPDWLRQJDVWUR-intestinale et la tumorigenèse du colon. Il a aussi été décrit que GSK3ɴ pouvait 
séquestrer ERK GDQV OH F\WRVRO LQGXLVDQW O¶DSRSWRVH GHV FHOOXOHV FDQFpUHXVHV GH QHXUREODVWRPH




GSK3ɴ limite aussi le potentiel oncogénique de certaines protéines pro-survie telle que BCL-3 dans 
les tumeurs mammaires, en induisant leur dégradation par phosphorylation (Viatour 2004).   
 
 
Tableau 2: Démonstrations expérimentales du rôle suppresseur de tumeur de *6.ȕ. 
 
E*6.ȕpromoteur de tumeur 
GSK3ɴ pourrait ainsi être impliquée dans la ré-acquisition de propriétés souches embryonnaires, 
UHVSRQVDEOHV GH O¶pWDW LQGLIIpUHQFLp GHV FHOOXOHV WXPRUDOHV (Q HIIHW Gans les glioblastomes, 
O¶DVVRFLDWLRQGH*6.ɴ avec Bmi l, un membre de la famille des polycomb participe au maintien de 
O¶pWDWLQGLIIpUHQFLp des cellules gliales malignes grâce à la surexpression de Sox2 et de la nestine. De 
plus, O¶XWLOLVDWLRQGXOLWKLum pour inhiber GSK3ɴ induit la différenciation et inhibe la prolifération des 
progéniteurs qui sont essentiels pour la maintenance et la progression tumorale (Korur et al 2009).   
/¶pWXGH GH Oa phosphorylation sur ser9 de GSK3ɴ SRXUUDLW pJDOHPHQW VHUYLU G¶RXWLO SURQRVWLF 8QH
diminution de son expression et de sa phosphorylation inhibitrice sur ser9 est retrouvée dans des 
cancers de la peau en comparaison des kératinocytes normaux adjacents. Cette expression semble être 
corrélée au stade de la transformation cancéreuse. Les analyses multivariées réalisées au cours de cette 
étude démontrent que 3 factHXUV SURQRVWLFV LQGpSHQGDQWV SURIRQGHXU GH O¶LQYDVLRQ GHJUps de 
O¶LQYDVLRQO\PSKDWLTXHHWYHLQHXVHVHPEOHQWFODLUHPHQWVXJJpUHUXQOLHQHQWUHODSKRVSKRU\ODWLRQVXU
la ser9 de GSK3ɴ et le stade agressif de la tumeur (Zheng et al 2007)  
De plus, une accumulation nucléaire de la GSK3ɴ active, corrèle significativement avec le degré de 
dédifférenciation tumorale et le grade des tumeurs. (Ougolkov et Billadeau 2006). 
  Type de cancer (WDWG¶DFWLYDWLRQHWU{OHVXSSUHVVHXUGH tumeur de *6.ȕ 




(Mihara et al 2001 ; Leis et al 2002 ; Ma et al 2007) 
,QKLELWLRQGH*6.ȕGDQVOHVFHOOXOHVpSLWKpOLDOHVQRUPDOHVLQGXLWOD7(0HW






,QDFWLYDWLRQGH*6.ȕIRUWHH[SUHVVLRQGH6HU*6.ȕ (Morrison et al 200 ; Kang 
et al 2008) 
$FWLYDWLRQGH*6.ȕSHXWLQGXLUHODUpYHUVLRQGHOD7(0 (Bauer et al 2009) 
 
Cancer du sein 
,QDFWLYDWLRQGH*6.ȕÎdérégulation de la voie Wnt (Ding et al 2007) 
6XUH[SUHVVLRQGH*6.ȕDXJPHQWHODchimiosensibilité, O¶DUUrWGXF\FOHFHOOXODLUHHW
supprime les tumeurs mammaires (Dong et al 2005 ;Wang et al 2006 ; Dal Col et al 
2008) 
,QKLELWLRQGH*6.ȕLQGXLWOD7(0HWO¶LQYDVLRQ (Bachelder et al 2005) 
 





Inactivation de GSK3ɴ suite à un splicing alternatif (acutisation en LMC) 
(Abrahmsson et al 2009) 
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/DFRQVpTXHQFHGH O¶DFWLYDWLRQGH*6.ɴ ODSOXV IUpTXHPPHQW UHWURXYpHHVW O¶DFWLYDWLRQGu facteur 
pro-survie NF-ʃB, permettant la survie des cellules cancéreuses. /¶pTXLSH GH%LOODGHDX D GpPRQWUp 
TXHOHVWDX[G¶H[SUHVVLRQGH*6.ɴ sous sa forme active sont plus élevés dans les cellules tumorales 
de patients atteints de cancer colorectal, que dans leurs contreparties saines. L¶LQKLELWLRQ
SKDUPDFRORJLTXH GH O¶DFWLYLWp *6.ȕ RX VD GpSOpWLRQ par interférence ARN abolit O¶DFWLYLWp
transcriptionnelle basale du facteur pro-survie NF-ț% D\DQW SRXU FRnséquence une baisse de la 
prolifération et de la survie des cellules cancéreuses issues de cancers du foie, colon. En 2007, 
Billadeau et son équipe démontre aussi que GSKɴ participe à la tumorigenèse du cancer du colon 
indépendamment de ses effets sur la ɴ-caténine. En effet GSK3ɴ est retrouvée surexprimée de façon 
DFWLYHELHQTXHODYRLH3.%$NWVRLWDFWLYHHWTX¶LO\DLWXQHDFFXPXODWLRQQXFOpDLUHGHODɴ-caténine 
(Billadeau et al 2007). 
 
 
Tableau 3: Démonstrations expérimentales du rôle promoteur de tumeur de *6.ȕ 
 
Des études indiquant les mêmes propriétés de GSK3ɴ vis-à-vis de la survie des cellules tumorales ont 
également été publiées, concernant le cancer de la prostate en réponse au TNF (Liao et al 2003) et les 
cellules pancréatiques peu différenciées.!GSK3ɴ influence la transcription génique de NF-ʃB, de façon 
indépendante du complexe IKK, dans le cancer du pancréas (Ougolkov et al 2005). De façon 
LQWpUHVVDQWH O¶LQKLELWLRQGHO¶DFWLYLWpNLQDVHGH*6.ɴ entraînerait sa dégradation par le protéasome 
nucléaire(QILQO¶LQKLELWLRQGH*6.ɴ arrête la croissance tumorale pancréatique in vivo (Ougolkov 
  Type de cancer (WDWG¶DFWLYDWLRQHWU{OHSURPRWHXUGHWXPHXU GH*6.ȕ 
Cancer du pancréas 
 
,QKLELWLRQGH*6.ȕGLPLQXHODVXUYLH NF-ț%GpSHQGDQWH, la prolifération et induit 
O¶DSRSWRVH (Mai et al 2006 ;Garcea et al 2007, Mamaghani et al 2009) 
$FWLYDWLRQGH*6.ȕSURPHXWODFURLVVDQFHWXPRUDOH (Ougolkov et al 2005) 
Faible expression de la forme  inactive S6HU*6.ȕ (Kang et al 2008) 
)RUWWDX[G¶H[SUHVVLRQGHODIRUPHDFWLYH 
Accumulation nucléaire aberrante (Ougolkov et al 2006) 
Dédifférenciation des cellules cancéreuses pancréatiques (Ougolkov et Billadeau 
2006 ; Bilim et al 2009) 
,QKLELWLRQGH*6.ȕGLPLQXHODVXUYLH NF-ț%GpSHQGDQWH, la prolifération et induit 
O¶DSRSWRVH 
 
Cancer hépatique $EVFHQFHGHIRUPHLQDFWLYHS6HU*6.ȕ 
Augmentation de ODIRUPHDFWLYHGH*6.ȕ (Mai et al 2006 ; Kang et al 2008) 
 
Cancer de la prostate 
 
$FWLYDWLRQSURPHXWODUpSOLFDWLRQGHO¶$'1HWODSURJUHVVLRQHQSKDVH6  (Sun et al 
2007) 
Cancer de la thyroïde Inhibition supprime la progression tumorale (Adler et al 2009) 
Gliome Inhibition induit la mort cellulaire (Kotliarova et al 2008) 
Myélome GSK3ɴ promeut la croissance tumorale 
Inhibition de GSK3ɴ induit l¶apoptose (Zhou et al 2008) 
Leucémies $FWLYDWLRQGH*6.ȕDXJPHQWHODSUROLIpUDWLRQHWODVXUYLH (Jordan et al 2007 ; 
Ougolkov et al 2007 ; Wang et al 2008) 
Inhibition de GSK3ɴ induit l¶apoptose 
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et al  &HV pWXGHV GH O¶pTXLSH GH %LOODGHDX SHUPHWWHQW DLQVL GH SURSRVHU*6.ɴ comme une 
nouvelle cible thérapeutique dans les cancers pancréatiques. Mamaghani montre également que 
O¶LQKLELWLRQGH*6.ȕ URPSW WRWDOHPHQW O¶DFWLYLWpQXFOpDLUHGH1)-ʃB dans les cellules cancéreuses 
pancréatiques (Mamaghani et al 2009). GSK3ɴ pourrait également favoriser la croissance tumorale 
des cellules cancéreuses du pancrés en UpJXODQW GLUHFWHPHQW OD VWDELOLVDWLRQ HW O¶DFWLYLWp
transcriptionnelle du récepteur aux androgènes (Liao et al 2004, Mazor et al 2004, Rinnab et al 2008).!
Enfin, GSK3ɴ pourrait participer à la dissémination métastatique. En effet, GSK3ɴ sous sa forme 
active coopère avec la phosphodiestérase h-prune et les petites GTPases de la famille rac pour 
promouvoir la migration cancéreuse (Koivisto et al 2003, Kobayashi et al 2006). 
De façon intéressante, les patients traités pour des troubles psychiatriques avec du lithium sont moins 
disposés à développer un cancer que la population générale.  
Cependant, les arguments les plus forts du rôle pro-tumoral de GSK3ɴ ont été récemment publiés dans 
le modèle leucémique que nous aborderons dans les parties : GSK3ɴ et hémopathies malignes et 
dérégulations des cellules souches leucémiques (partie II p 123). 
 
7. GSK3ȕ et hémopathies malignes 
Une première étude réalisée sur des cellules de myélome a pu mettre en évidence un rôle majeur 
GH*6.ȕGDQs la croissance et la survie de ces FHOOXOHV/¶LQKLELWLRQGLUHFWHGH*6.ȕSDU ODYRLH
PI3K/Akt(PKB) semble suffisante pour activer P27kip1 (inhibiteur des CDKs, donc du cycle cellulaire), 
GpFOHQFKHUO¶DSRSWRVHHW ainsi invalider les effets pro-tumoraux GHO¶,/LQWHUOHXNLQH 6) (G-Amlak et 
al 2002). Par la suite, Rocques et son équipe ont montré que GSK3ɴ DFFHQWXDLWO¶DFWLYLWpRQFRJpQLTXH
transformante de la protéine MAF, qui joue un rôle clef dans le développement embryonnaire et les 
processus métaboliques. Cette régulation de MAF par GSK3ɴ pourrait jouer un rôle notable dans le 
myélôme multiple. La surexpression de MAF est associée à une activité oncogénique et a une valeur 
SURQRVWLFSpMRUDWLYH(OOH HVWpJDOHPHQW UHVSRQVDEOHGH O¶LQLWLDWLRQGHV LQWHUDFWLRQs entre les cellules 
tumorales et les cellules stromales. GSK3ɴ phosphoryle MAF sur 4 résidus de façon séquentielle, 
régulant à la fois son ubiquitinylation, sa dégradation et son activation par transactivation (Roques et 
al 2007). GSK3ɴ a un rôle dual sur la régulation de MAF soit elle participe à sa dégradation soit à son 
activation, la frontière entre les 2 phénomènes est pour le moment mal délimitée. 
Dans un modèle de leucémie lymphoïde chronique, Billadeau a remarquablement démontré que 
*6.ȕ UpJXOH O¶activation de NF-ț% VHORQ XQ PRGH pSLJpQpWLTXH ,O V¶HQVXLW OD WUDQVFULSWLRQ
spécifique des gènes anti-apoptotiques XIAP et Bcl-2, responsables de la survie des cellules 
leucémiques B. Ici, *6.ȕ VWLPXOH OD WUDQVFULSWLRQ JpQLTXH GHV JqQHV FLEOHV GH 1)-ț% par 
modification des histones, notamment SDUO¶DXJPHQWDWLRQGHODPpWK\ODWLRQGHVKistones H3-K9, H3-
K27 et H4-20 bien connus pour leur statut répressif et la mise en silence des promoteurs des gènes 
cibles de NF-ț%(Ougolkov et al 2007).  




Dans le cas des leucémies aiguës myéloïdes (LAM), notre équipe a montré que les blastes privés de 
facteurs sériques et adhérents sur une matrice de fibronectine, activent *6.ȕ ce qui leur permet de 
résister aux stress génotoxiques, aux voies pro-Wnt et aux voies pro-apoptotiques dépendante du TNF-
ɲ. De façon intéressante, cette voie GSK3ɴ de survie dans les LAM est également stimulée par les 
antagonistes de la voie Wnt. Cette voie de résistance implique une activation de NF-ț%SDUXQHYRLH
LQGpSHQGDQWHG¶,ț%F
HVW-à-dire différente du mode de régulation par la PI3K (De Toni et al 2006). 
$LQVL O¶DFWLYDWLRQGXIDFWHXUSUR-survie NF-ț%SRXUUDLWGpSHQGUHGH ODYRLH3,.GDQVGHVFHOOXOHV
OHXFpPLTXHVHQpWDWGHSUROLIpUDWLRQDORUVTXHVDUpJXODWLRQSDUOD*6.ȕVHUDLWOLpHjdes conditions 
de quiescence. Cependant, en conditions de culture normales, c'est-à-dire en suspension et présence de 
VpUXP O¶LQKLELWLRQ GH*6.ɴ affaiblit les capacités prolifératives des blastes leucémiques et induit 
leur apoptose. Un des mécanismes impliqués serait une diminution GHO¶H[SUHVVLRQGHODVXUYLYLQ en 
O¶DEVHQFHGH*6.ɴ active (Holmes et al 2008, Song et al 2010). 
 
/¶HQVHPEOH GH FHV GRQQpHV PRQWUHQW TXH *6.ȕ VRXV VD IRUPH DFWLYH LQIOXHQFH IRUWHPHQW OHV
fonctions de prolifération et de survie des cellules hématopoïétiques.! Les publications et les 
démonstrations ayant montré un rôle majeur de GSK3ɴ dans les Leucémies Aiguës myéloïdes et la 
transformation tumorale des cellules souches hématopoïétiques normales seront abordées dans la 
partie II de la synthèse bibliographique (E. Régulations des CSH et dérégulations des CSL 2. 
Dérégulations des CSL et ciblage thérapeutique P 129). 
 
8. *6.ȕHWLPPXQLWp  
Si GSK3ɴ a un rôle régulateur clef sur les fonctions des cellules hématopoïétiques tumorales, 
elle exhibe également un rôle critique dans les processus inflammatoires et immunitaires du 
microenvironnement. Le microenvironnement peut prendre un caractère inflammatoire au cours de 
processus physiologiques comme le vieillissement cellulaire ou pathologiques comme la 
transformation tumorale.  
Le rôle pro-inflammatoire de GSK3ɴ a été démontré in vitro et dans plusieurs modèles in vivo 
G¶LQIODPPDWLRQFKURQique ou aiguë. *6.ȕH[KLEHXQHDFWLYLWp pro-inflammatoire via le contrôle de la 
synthèse et de la sécrétion de cytokines (Martin et al 2005) telles que O¶,/ O¶,/ȕ HW OH 71) en 
réponse à la stimulation des récepteurs Toll-like (TLR, Toll like receptor) dans les monocytes. En 
revanche, *6.ȕGLPLQXHODSURGXFWLRQGHF\WRNLQHVDQWL-inflammatoires comme O¶IL10. De plus, la 
PRGXODWLRQGH*6.ȕSHXW LQIOXHQFHUO¶H[SUHVVLRQGHV OLJDQGVGHVFHOOXOHV1.1DWXUDO.LOOHUj OD
surface cellulaire /H IDLW G¶DFWLYHU *6.ȕ SDU GHV LQKLELWHXUV GHV KLVWRQHV GHDFpWK\ODVHs (HDAC) 
LQGXLW O¶H[SUHVVLRQHW O¶H[Sosition des ligands MICA et MICB (MHC class I related chain A and B) 
sur les cellules cancéreuses (Skov et al 2005). De plus, une inhibition de GSK3ɴ dans les NK conduit 
à un défaut de leur cytotoxicité (Ogbomo et al 2011). Enfin, GSK3ɴ GLPLQXH O¶DFWLYLWp LPPXQH




suppressive des lymphocytes T régulateurs via une régulation négative des voies de survie tels que 
celles de la ɴ-caténine, de FoxP3 et de la protéine anti-apoptotique Bcl-xl (Graham et al 2010). A 
O¶LQYHUVH*6.ɴ est critique pour la polarisation des lymphocytes T CD4+ en lymphocytes TH17, 
dont le rôle pro-tumoral a été démontré (Beurel et al 2011). 
Ce rôle pro-inflammatoire de GSK3ɴ a été détecté au cours de nombreuses pathologies, telles que la 
PDODGLHG¶$O]KHLmer, le diabète, O¶DUWKULWHODVFOpURVHPXOWLSOH'DQV$O]KHLPHUXQHIRUWHSURGXFWLRQ
de cytokines pro-inflammatoires ainsi que de forts taux de NO (oxyde nitrique) et de radicaux 
oxygénés sont générés par les cellules de la microglie et les astrocytes, production sous la dépendance 
de GSK3ɴ. 'DQVGHVPRGqOHVPXULQVO¶LQKLELWLRQGH*6.ɴ DPpOLRUHOHWUDLWHPHQWGHO¶DUWKULWHHWGH
la sclérose multiple en diminuant la production des cytokines et des facteurs pro-inflammatoires tels 
que le TNF-ɲO¶,/-ɴO¶L126OD&2;-2 HWO¶,/-'HSOXVO¶LQKLELWLRQGH*6.ɴ SUpVHUYHO¶LQWpJULWp
de la barrière hémato-HQFpSKDOLTXH HQ DWWpQXDQW O¶DGKpVLRQ HW OD PLJUDWLRQ WUans-endothéliale des 
monocytes et en diminuant la sécrétion de certaines cytokines (TNF-ɲ, VCAM1, E selectine).  
 
9. *6.ȕHWrégulation hormonale 
a. Hormones sexuelles 
&¶HVWGDQVOHV\VWqPHQHUYHX[TXHOHVSUHPLqUHVK\SRWKqVHVVXJJpUDQWO¶LQIOXHQFHGHVKRUPRQHV
VH[XHOOHV VXU O¶DFWLYLWp GH *6.ɴ ont été prospectées. In vivo, O¶HVWUDGLRO UpJXOH QpJDWLYHPHQW
O¶DFWLYLWp GH GSK3ɴ GDQV O¶KLSSRFDPSH GH UDW DGXlte, par une augmentation transitoire de la 
SKRVSKRU\ODWLRQVXU6DFFRPSDJQpHG¶XQHGLPLQXWLRQGHODSKRVSKRU\ODWLRQtyr216 (Cardona-Gomez 
et al 2004). Cette régulation négative de GSK3ɴ SDUO¶HVWUDGLROSDUWLFLSHUDLWj Oa neuroprotection, en 
FRRSpUDWLRQDYHFO¶,*)-1(Mendez et al 2006). En retour, GSK3ɴ HVWFDSDEOHGHVpTXHVWUHUO¶HVWURJqQe 
récepteur dans le cytoplasme (Grisouard et al 2007). 
/D UHYXHGH*ULVRXDUG UpYqOH WRXWH OD FRPSOH[LFLWpGH OD UpJXODWLRQSDU*6.ȕGHs récepteurs aux 
hormones stéroïdiennes sexuelles tels TXHO¶(5ĮHVWURJqQHUpFHSWHXUHW O¶$5DQGURJqQHUpFHSteur). 
GSK3ɴ régule différemment leur activité transcriptionnelle, leur stabilisation ainsi que leur 
localisation subcellaire selon leur FRQGLWLRQG¶DFWLYDWLRQ (Grisouard et Mayer 2009). 
'DQVOHFDQFHUGHODSURVWDWHO¶LQKLELWLRQGH*6.ɴ diminue la croissance tumorale via la dégradation 
HWODGLPLQXWLRQGHO¶activité transcriptionnelle du récepteur aux androgènes (Liao et al 2004, Mazor et 
al 2004, Rinnab et al 2008). 
Dans les tissus pathologiques, peu de données concernent un état différentiel de GSK3ɴ selon le sexe 
des patients. Toutefois une étude dans le carcinoPHJDVWULTXHHWXQHDXWUHGDQVODPDODGLHG¶$O]KHLPHU
PRQWUHQWTX¶HQFRQGLWion de stress ou pathologique, GSK3ɴ est retrouvée plus fréquemment inhibée 
chez les patients de sexe masculin. Un traitement par testostérone aurait un effet bénéfique, en 




prévenant la suractivation de GSK3ɴ en condition de stress, grâce à un effet transcriptionnel 
génotropique, médié par le récepteur aux androgènes (Papasomenos et al 2002). 
 
b. Insulino-résistance 
Etant donné son rôle dans la synthèse du glycogène, GSK3ɴ a été impliquée dans les pathologies 
diabétiques (Henriksen et Dokken 2003, 2006) et proposée comme cible thérapeutique (Eldar-
Finkelman 2002). GSK3ɴ GpSKRVSKRU\OpH HW K\SHUDFWLYH HVW VRXYHQW DVVRFLpH DYHF O¶LQVXIILVDQFH 
insulinique (Nikoulina et al 2000). /¶K\SHUSKRVSKRU\ODWLRQ de IRS1 réalisée par GSK3ɴ est en grande 
SDUWLHUHVSRQVDEOHGH O¶LQVXOLQRUpVLVWDQFHUHWURXYpHGDQV OHGLDEqWHGHW\SH,, /¶DGPLQLVWUDWLRQG¶XQ
peptide inhibiteur de GSK3, compétiteur de substrat, augmente la tolérance au glucose dans des souris 
diabétiques (Plotkin et al 2003). Dans plusieurs modèles de diabète O¶XWLOLVDWLRQ G¶inhibiteurs de 
GSK3ɴ abaissent les taux plasmatiques de glucose de façon dose-dépendante de plus de 50 % (Ring et 
al 2003). Les inhibiteurs sélectifs perméants CT98014 et CHIR98023 augmentent la recapture du 
JOXFRVHHWO¶H[SUHVVLRQGH,56 
GSK3ɴ semble être aussi LPSOLTXpHGDQVO¶DSRSWRVHGHVFHOOXOHVɴ!du pancréas suite à un stress du RE. 
Les souris transgéniques surexprimant une GSK3ɴ constitutivement active développent une 
intolérance au glucose au bout GHPRLVDFFRPSDJQpHG¶XQHGLPLQXWLRQGXQRPEUHGHFHOOXOHVɴ du 
pancréas. Les cellules ɴ VRQWSURWpJpHVGHO¶DSRSWRVHHWDPSOLILpHVORUVTXH*6.ɴ est inhibée par le 
glucagon like peptide 1, le glucose dependent insulinotropic peptide, et O¶insulin like growth factor 
(Mussmann et al 2007 ; Liu et al 2008). GSK3ɴ inactive aussi par phosphorylation IPF1, PDX1 
(insulin promoter factor et pancreatic duodenal homeobox 1 transcription factor 1), MAFA et Pax4 qui 
jouent des rôles clés dans le développement et la maintenance des cellules ɴ du pancréas (Boucher et 
al 2006). 
 
10. Inhibition pharmacologique et ciblage thérapeutique 
/¶LPSOLFDWLRQ GH *6.ɴ dans de multiples pathologies motive une intense recherche en 
SKDUPDFRORJLHTXLYLVHjDPpOLRUHUODVSpFLILFLWpG¶DFWLRQG¶LQKLELWHXUVHWOHXUXWLOLVDWLRQGLDJQRVWLTXH 
 
a. InhibiWHXUVQRQFRPSpWLWLIVGHO¶$73  
Ce sont des composés de faibles poids moléculaire qui UpJXOHQWO¶DFWLYLWpGH*6.ȕHQLQKLEDQW
les interactions protéine-protéine qui sont nécessaires pour la liaison au substrat, en modulant le site 
G¶DFWLYDWLRQW\UHW OHVLWHG¶LQKLELWLRQVHUou en interférant avec le domaine intramoléculaire 
GH*6.ȕ (Tableau 4, figure 14). 
Le chlorure de lithium utilisé dans le traitement des maladies bipolaires fut le premier à être identifié 
comme inhibiteur de GSK3 (Klein et Melton 1996 ; Alvarez et al 1999). Un traitement standard 
(1mM) au carbonate de lithium équivaut à la perte de 25 GHO¶DFWLYLWpFDWDO\WLTXHWRWDOHGH*6.ȕ




FHTXLHVWpTXLYDOHQWjODSHUWHG¶XQVHXODOOqOH. /HVWURLVSRROVGH*6.ȕ(nucléaire, cytoplasmique et 
mitochondrial) sont tous régulés par le lithium (Bijur et Jope 2003). Deux hypothèses sont proposées 
TXDQWjVRQPRGHG¶DFWLRQ/HOLWKLXPSRXUUDLWUpJXOHUO¶DFWLYLWpGH*6.YLDO¶LQKLELWLRQG¶XQe sérine 
thréonine phosphatase FRQVpTXHQFH G¶XQH SULYDWLRQ HQ SRWDVVLXP SXLVTX¶XQH DXJPHQWDWLRQ GH la 
phosphorylation sur la ser9 est observée in vivo chez des souris traitées à long terme (Mora et al 2002). 
La deuxième hypothèse suggère que le lithium serait un compétiteur du magnésium, nécessaire à 
O¶DFWLYDWLRQ HQ]\PDWLTXH GH *6.ɴ (Ryves et Hardwood 2001). CeV GHX[PRGHV G¶DFWLRQ GRLYHQW
sûrement agir de FRQFHUWSRXUFRQFRXULUjO¶LQKLELWLRQGH*6.ɴ͘&HSHQGDQWO¶HIIHWWKpUDSHXWLTXHGX
lithium est réversible lorsque ce dernier est administré à court terme ou en aigu.  
Les dérivés des thiadiazolidinones (TDZD) représentent la première famille de petites molécules 
inhibitrices de GSK3 non compétitives de O¶$73. Ces composés masqueraient le site de fixation du 
phosphate du substrat pré-phosphorylé de la kinase. Il est à noter TXH FHV FRPSRVpV Q¶LQKLEHQW Sas 
G¶DXWUHV NLQDVHV WHOOHV TXH 3.$ 3.& 1pDQPRLQV O¶HIIHW F\WR[LTXH GX 7'='-8 sur les cellules 
leucémiques serait moins lié j O¶LQKLELWLRQGH*6.ɴ SOXW{WTX¶j O¶LQKLELWLRQGLUHFWHGXIDFWHXUSUR-
survie NF-ț% 
Il a également été synthétisé des peptides compétiteurs issus de la séquence de GBP (FRAT) 
empêchant la fixation de GSK3ɴ jO¶D[LQHWHOTXHOHSHSWLGH)5$7LGH 
 
b. Inhibiteurs FRPSpWLWLIVGHO¶$73 et des ions métalliques 
/DPDMRULWpGHVLQKLELWHXUVGH*6.ȕVRQWGHVFRPSpWLWHXUVGHO¶$73HWG¶LRQVmétalliques qui 
sont directement impliqués dans le processus catalytique (Tableau 4). 
/¶LQGLUXELQH HW VHV GpULYpV H[WUDLWV GH SODQWHV RX G¶XQPROOXVTXH SURGXLVDQW O¶LQGLJR pWDLHQW GpMj
connus dans les années 60 pour avoir des propriétés anti-leucémiques notamment dans la leucémie 
myéloïGHFKURQLTXH$YDQWG¶rWUHGpFULWVFRPPHGHSXLVVDQWVLQKLELWHXUVGH*6.ɴ͕ils étaient définis 
comme inhibiteurs de certaines kinases, telles que les CDK contrôlant le cycle cellulaire, ce qui 
pouvait expliquer en partie l¶HIIHW DQWL-prolifératif des indirubines.!&HV SHWLWHVPROpFXOHV V¶LQVqUHQW
GDQV OD SRFKH GH IL[DWLRQ GH O¶$73 GH *6.ɴ͕ bloquant ainsi directement son activité catalytique 
(Hoessel et al 1999, Damiens et al 2001). Le BIO (6-bromo-indirubine-¶-oxime) se révéla être le 
GpULYp OHSOXVDFWLIHW OHSOXVVpOHFWLIGH*6.ȕ (Meijer et al 2003). Le BIO mime parfaitement les 
HIIHWVGHO¶DFWLYDWLRQGHODYRLH:QWGDQVO¶HPEU\Rn précoce de xénope et est capable de maintenir les 
FHOOXOHVVRXFKHVHPEU\RQQDLUHVjO¶pWDWindifférencié. Les dérivés du BIO sont 7000 fois plus actifs sur 
GSK3ɴ que sur les CDK. Un dérivé plus spécifique le 7BIO a été développé et a déjà prouvé son effet 
anti-tumoral (Meijer et al 2003) (Tableau 4). 
La découverte de nouveaux inhibiteurs plus spécifiques repose sur de nouvelles approches mettant en 
relation de façon quantitative la structure tri-dimentiRQQHOOHDYHFO¶DFWLYLWpNLQDVHsubstrat-spécifique 
(3D-QSAR) (Saitoh et al 2009). En effet, la poche de liaison semble se conformer différemment 




(flexibilité-rigidité des chaînes) selon le substrat en présence. Ainsi, 3 nouveaux composés le 
CHIR98014, le CHIR98023 et le CHIR99021, qui sont des dérivés aminopyrimidine, ont été 
découverts. De façon intéressDQWHO¶XWLOLVDWLRQGHFHVLQKLELWHXUVjGHVILQVGLDJQRVWLTXHVHVWHQFRXUV
GHGpYHORSSHPHQW3DUH[HPSOH OH6%LQKLELWHXUGH*6.ȕPDUTXpDXFDUERQHSRXUUDLW
VHUYLUGHQRXYHDXPDUTXHXUSRXUO¶LPDJHULHELRPpGLFDOH3(7SRVLWURQHPLVVLRQWRPRJUaphy). In fine, 
cela permettrait de « monitorer ªO¶H[SUHVVLRQGH*6.ȕGDQVOHV maladies où elle est impliquée 
(Wang et al 2011). 
 
 





Tableau 4,QKLELWHXUVSKDUPDFRORJLTXHVGH*6.ȕ et approches alternatives. La majorité des inhibiteurs 
GH*6.ȕVRQWGHVFRPSpWLWHXUVGHO¶$73HWG¶LRQVPpWDOOLTXHVTXLVRQWGLUHFWHPHQWLPSOLTXpVGDQVO¶DFWLYLWp
kinase de GSK3ɴ. Cependant des composés de faible poids moléculaire UpJXOHQWO¶DFWLYLWpGH*6.ȕHQLQKLEDQW
les interactions protéine-protéine qui sont nécessaires pour la liaison au substrat, en moGXODQWOHVLWHG¶DFWLYDWLRQ
(tyr 2HWOHVLWHG¶LQKLELWLRQVHU9), ou en interférant avec le domaine intracellulaire de G6.ȕ. 
'¶DSUqV0HLMHUHWDO 
















Figure 14: Potentielles applications thérapeutiques des inhibiteurs pharmacologiques de GSK3ȕ. 
Adapté de Meijer et al 2004 
 
 
Notre synthèse bibliographique a donc montré que GSK3ȕ est un régulateur clef des 
caractéristiques des cellules souches. L¶LQKLELWLRQ GH*6.ȕ pourrait donc être une stratégie 
attractive pour cibler spécifiquement la sous-population de cellules souches cancéreuses qui 
supporte O¶LQLtiation de la tumorigenèse et la chimiorésistance. Nous allons donc étudier 
maintenant les caractéristiques des cellules souches leucémiques, cibles de notre stratégie 
thérapeutique








Partie I I  
Les cellules souches hématopoïétiques  
vs 
 les cellules souches leucémiques  










Cellules souches hématopoïétiques vs Cellules Souches 
leucémiques : le combat des Dieux contre les Titans 
Les leucémies aiguës myéloïdes, ou myéloblastiques (LAM), sont des proliférations clonales de 
cellules malignes des lignages myéloïdes bloquées à différents stades de différenciation. Elles se 
développent dans la moelle osseuse, à partir de cellules immatures, nommées cellules souches 
leucémiques, qui dérivent des cellules souches hématopoïétiques ou des progéniteurs ayant réacquis 
GHV SURSULpWpV GH FHOOXOHV VRXFKHV 0DOJUp XQH DSSDUHQWH XQLIRUPLWp O¶KpPDWRSRwqVH OHXFpPLTXH
conserve des caractéristiques hiérarchiques FRPSDUDEOHVjFHOOHGHO¶KpPDWRSRwqVHQRUPDOH(QHIIHW
le clone leucémique est organisé en trois compartiments distincts, un compartiment minoritaire de 
cellules souches leucémiques, un compartiment plus mature de progéniteurs leucémiques et un 
compartiment majoritaire de blastes leucémiques bloqués à différents stades de maturation granulo-
monocytaire. Les blastes dérivant du clone leucémique envahissent la moelle et sont délétèrent pour 
les CSH (cellules souches hématopoïétiques) normales et leur microenvironnement, provoquant ainsi 
XQHDOWpUDWLRQGH O¶Kpmatopoïèse normale, qui mène j WHUPHDXV\QGURPHG¶insuffisance médullaire. 
Un des problèmes majeurs rencontré actuellement dans le traitement des leucémies est la récurrence de 
cette pathologie suite à la chimiothérapie, dans 50 à 70 % des cas. Cette grave complication est due 
aux CSL (cellules souches leucémiques) résistantes à la thérapie. Ces cellules résistantes sont très 
probablement protégées par leur quiescence relative et les interactions qu'elles développent avec le 
microenvironnement médullaire dans la niche ostéoblastique de la moelle osseuse. Les interactions 
adhésives médiées par les intégrines sont un facteur important de chimiorésistance des CSL. Les 
stratégies thérapeutiques pour lever cette résistance visent à moduler les interactions adhésives 
CSL/niche, à induire leur différenciation ou leur prolifération. De plus, un ciblage des signaux 
spécifiques de la survie des CSL est envisagé pour permettre leur éradication tout en épargnant les 
CSH, afin de restaurer O¶KpPDWRSRLqVHQRUPDOH 
 
A. Cellules souches adultes et Hématopoïèse normale 
1. Notion de cellules souches adultes 
&¶HVWSDUXQHFRQQDLVVDQFHDSSURIRQGLHGXV\VWqPHKpPDWRSRwpWLTXHTXHOHFRQFHSWUREXVWHGH
cellule souche adulte a été initié et élaboré (Till et Mc Culloch 1961). En effet, les cellules sanguines 
ont une durée de vie limitée dans le temps ayant pour conséquence un renouvellement cellulaire 
important. Il est donc nécessaire de produire rapidement, en grande quantité et de façon constante des 
cellules sanguines en conditions physiologiques ou de stress. Les CSH sont à la base de cette 
production quotidienne hautement contrôlée des cellules sanguines. Les CSH résident dans la moelle 




osseuse où elles sont capDEOHV G¶XQH SDUW GHPDLQWHQLU OHXU SRSXODWLRQ FRQVWDQWH HW G¶DXWUH SDUW HQ
SDUDOOqOH G¶DVVXUHU OD SURGXFWLRQ FRQWLQXH GH O¶HQVHPEOH GHV OLJQDJHV VDQJXLQV8QH FHOOXOH VRXFKH 
adulte SHXWGRQFrWUHGpILQLHFRPPH ODFHOOXOHTXLGDQVXQ WLVVXGRQQpHVWFDSDEOHj OD IRLVG¶DXWR-
renouvellement et de différenciation. La présence de cellules souches a été démontrée dans la plupart 
des tissus adultes. Les RUJDQHV VRQW DLQVL FRPSRVpVG
XQ HQVHPEOH GH FHOOXOHVGLIIpUHQFLpHV HW G¶XQ
contingent beaucoup plus faible de cellules souches capables de maintenir l'homéostasie tissulaire. 
Chaque type de cellule souche se développe au sein d'une niche spécifique délivrant les signaux 
nécessaires et adéquats à O¶pTXLOLEUHDXWR-renouvellement/différenciation.   
Les cellules souches adultes du système hématopoïétique HWG¶DXWUHVRUJDQHV (cerveau, SHDXO¶LQWHVWLQ, 
sein, prostate, pancréas et foie) présentent des marqueurs spécifiques, mais des études de 
transcriptomique et protéomique montrent que certaines familles de gènes/protéines sont exprimées 
communément dans toutes ces cellules (Weissman et al 2001, Burke et al 2007) Or, ces gènes sont 
notamment impliqués dans la régulation de O¶DGKpVLRQ O¶K\SR[Le et le métabolisme, contrôlant ainsi 
un microenvironnement particulier et indispensable pour la survie des cellules souches (Unwin et al 
2006). 
Les CSH sont des cellules souches multipotentes déjà engagées dans un programme tissulaire 
spécifique ; elles conservent leur capacité d'auto-renouvellement nécessaire au maintien du tissu et 
sont capables de donner naissance à plusieurs types cellulaires, selon la constitution du tissu ou de 
O¶RUJDne. Elles se distinguent des cellules souches embryonnaires pluripotentes qui donnent naissance 
jO¶HQVHPEOHGHVW\SHVFHOOXODLUHVGHO¶RUJDQLVPH 'HSXLVSOXVLHXUVDQQpHVO¶attention se focalise sur 
l'étude des cellules souches tissulaires adultes pour leur utilisation potentielle en thérapie cellulaire qui 
poserait moins de problèmes éthiques que celle des cellules souches embryonnaires. Cependant, les 
cellules souches adultes sont hétérogènes et ne peuvent pas proliférer indéfiniment en culture tout en 
restant indifférenciées. De plus,! il n'est pas toujours facile de les identifier, à cause de l'absence de 
marqueurs spécifiques.! Dans ces conditions, elles seront définies in vivo par leurs propriétés 
fonctionnelles, essentiellement celle de régénérer le tLVVXG¶RULJLQH 
 
2. Hématopoièse normale 
/¶KpPDWRSRwqVH HVW GpILQLH FRPPH XQ SURFpGp FHOOXODLUH FRPSOH[H H[WUrPHPHQW SURGXFWLI HW
contrôlé qui assure le renouvellement continu des différents lignages sanguins (Figure 15). Chez 
O¶KRPPHDGXOWHHOOHDOLHXHQcondition normale uniquement dans la moelle osseuse (MO) au niveau 
de la moelle rouge des os plats et courts (sacrum, sternum, côtes et vertèbres) et au niveau de 
O¶pSLSK\VHGHVRVORQJs.!Dans la moelle osseuse, les sites hématopoïétiques sont situés au niveau des 
espaces extravasculaires délimités par les sinus capillaires.! 
 
 


























Figure 15 : La différenciation hématopoïétique. Les CSH donnent naissance au progéniteur multipotent qui se 
divise en deux précurseurs, le progéniteur lymphoïde commun (PLC), qui donne naissance aux cellules Pro-B, 
Pro-T et Pro-NK, conduisant respectivement aux lymphocytes B, lymphocytes T et les cellules natural killer 
(NK), et le progéniteur myéloïde commun (PMC), qui donne naissance à deux autres précurseurs plus 
différenciés, le progéniteur granulo-myéloïde (PGM) et le progéniteur érythro-myéloïde (PEM), conduisant 
respectivement aux autres cellules GH O¶LPPXQLWp JUDQXORF\WHV HWPDFURSKDJHV HW GX VDQJ SODTXHWWHV via le 
PMc pour progéniteur mégaryocytaire, et hématies, via le PEr pour progéniteur érythroïde). Quant aux cellules 
dendritiques, elles proviennent à la fois du PLC et du PGM.  
'¶DSUqVReya T. 2001). 
 
'HSXLV  O¶KpPDWRSRwqVH a été très étudiée et le développement de WHFKQLTXHV G¶H[SORUDWLRn a 
permis de définir deux composantes majeures : les cellules hématopoïétiques et leur 
microenvironnement médullaire. Ce dernier est composé de cellules stromales sécrétant des facteurs 
solubles et de la matrice extracellulaire. Le rôle du microenvironnement est à la fois de soutenir 
physiquement l'hématopoïèse mais aussi de contrôler l'auto-renouvellement, la survie et la 
différenciation des cellules hématopoïétiques.  
 




/¶KpPDWRSRwqVHest un système où la différenciation est un mécanisme continuel, ce qui ne permet pas 
de définir une frontière cellulaire bien franche entre les différents compartiments. On peut toutefois 
définir trois compartiments depuis lHV FHOOXOHV VRXFKHV MXVTX¶DX[ FHOOXOHV PDWXUHV IRQFWLRQQHOOHV : 
(Figure 16) 
 
- Les CSH assurant à long terme la maintenance de tous les lignages cellulaires  hématopoïétiques, 
DLQVLTXHO¶DXWR-renouvellement de leur propre compartiment. Ces cellules sont pour la plupart dans un 
état de quiescence.  
 
- Les progéniteurs hématopoïétiques, désignant les cellules déjà engagées dans une voie de 
différenciation. (Q FRQGLWLRQV GH VWUHVV FHV FHOOXOHV SHXYHQW DFTXpULU XQH FHUWDLQH FDSDFLWp G¶DXWR-
renouvellement ; elles sont alors peu différentes des CSH. Ils ne sont pas forcément identifiables 
morphologiquement et portent à la fois des marqueurs de maturité (CD38, HLA-DR, CD71) et des 
marqueurs propres à chaque lignée (comme CD33, CD13 ou CD15 pour les lignées myéloïdes). Les 
progéniteurs peuvent être identifiés in vitro par la capacité à former des colonies de cellules 
différenciées en milieu semi-solide. Ces CFU  (colony-forming units) comprennent des cellules 
multipotentes ayant un fort potentiel de prolifération et des cellules unipotentes ayant un plus faible 
potentiel de prolifération. On parle ainsi de progéniteurs immatures multipotents capables de générer 
plusieurs lignages, puis de progéniteurs matures ayant une différenciation limitée à un seul lignage.  
On peut ainsi distinguer plusieurs types de CFU dont :  
 
* les CFU-Mix : progéniteurs mixtes formant des colonies de cellules appartenant à plusieurs 
lignées. 
*les Burst Forming Units Erythroid (BFU-E) : progéniteurs érythroïdes immatures donnant des 
Colony Forming Units Erythroid (CFU-E), progéniteurs matures de la lignée érythroïde 
*les CFU-Granulocyte Macrophage (CFU-GM) : progéniteurs granulomonocytaires bipotents se 
différenciant en CFU-G (progéniteurs granulocytaires) et CFU-M (progéniteurs monocytaires) 
*les CFU-Megakaryocyte (CFU-Meg) : progéniteurs mégacaryocytaires. 
 
- Les précurseurs hématopoïétiques,  comprenant toutes les cellules qui sont engagées dans le 
processus de maturation terminale, spécifique à leur lignage. Ces cellules n'ont plus de capacité 
d'auto-renouvellement et prolifèrent très peu. Ces cellules sont reconnaissables morphologiquement 
et possèdent le phénotype et les propriétés fonctionnelles du lignage auquel elles appartiennent. 
Elles représentent la population la plus importante soit 99% des cellules médullaires. In fine les 
cellules matures quittent leurs sites de production pour assurer leur fonction dans la circulation 
périphérique. 
!










1. Généralités sur les Leucémies Aiguës Myéloïdes 
Les Leucémies Aiguës Myéloïdes ou myéloblastiques (LAM) sont des hémopathies clonales et 
acquises de la cellule souche hématopoïétiquHRXG¶XQSUpFXUVHXUGpMjHQJDJp vers la lignée myéloide. 
'¶XQ SRLQW GH YXH SK\VLRSDWKRORJLTXH OHV /$0 VH FDUDFWpULVHQW SDU XQ DUUrW GH OD GLIIpUHQFLDWLRQ
cellulaire, une prolifération clonale incontrôlée puis une accumulation de progéniteurs 
hématopoïétiques immatures. Cette transformation tumorale des cellules souches hématopoïétiques 
peut avoir différentes causes leur conférant un avantage de survie et un défaut de maturation. Des 
événements génétiques (mutations perte de fonction et translocations chromosomiques engendrant des 
protéines de fusion), épigénétiques et des modifications du microenvironnement médullaire 
GLPLQXWLRQGH O¶R[\JpQDWLRQRXGHV DSSRUWVQXWULWLIV GpIDXWG¶DQFUDJH DX VWURPDPpGXOODLUH VWUHVV
oxydant, inflammation, sénescence) sont impliqués dans la leucémogenèse. 




/¶KpPDWRSRwqVH OHXFpPLTXH VH GpYHORSSH HQ JpQpUDO GDQV OD PRHOOH RVVHXVH HW VD SUpVHQFH LQKLEH
O¶KpPDWRSRwqVH QRUPDOH DERXWLVVDQW DX V\QGURPH G¶LQVXIILVDQFH PpGXOODLUH FDUDFWpULVp SDU GHV
cytopénies (anémie, neutropénie, thrombopénie).!En effet, O¶KpPDWRSRwqVH OHXFpPLTXH!va envahir la 
moelle osseuse, diminuant ou modifiant O¶HVSDFH RFFXSp SDU OHV SURJpQLWHXUV KpPDWopoïétiques 
normaux. Elle peut aussi restreindre leur différenciation et déclencher une action cytotoxique en vers 
eux (Guilloton et al 2005).  
 
 
Figure 17/¶KpPDWRSRwqVH OHXFpPLTXH (OOH VH GpYHORSSH HQ SDUDOOqOH GH O¶KpPDWRSRwqVH QRUPDOH LO H[LVWH
donc de nombreuses similitudes fonctionnelles et phénotypiques entre les CSH et les CSL. Le clone leucémique 
va se hiérarchiser en 3 compartiments : 1) un compartiment minoritaire de CSL ou CIL, pour la plupart 
TXLHVFHQWHV UpVLVWDQWHV j OD FKLPLRWKpUDSLH FDSDEOHV G¶DXWRUHQRXYHOOHPHQW HW G¶HQJDJHPHQW YHUV XQH YRLH GH
différenciation 2 XQ FRPSDUWLPHQW GH SURJpQLWHXUV SOXVPDWXUHV TXH O¶RQ QRPPHUD&)8-L, ne pouvant plus 
V¶DXWR-UHQRXYHOOHU PDLV GRWpV G¶XQ IRUW SRXYRLU FORQRJqQH 3) un compartiment majoritaire de blastes 
leucémiques bloqués à un stade précis de différenciation granulo-monocytaire. 
'¶DSUqV+XQWO\HW*LOOLODQG  
 
Le clone leucémique est organisé de façon hiérarchique en trois compartiments distincts  (Figure 17): 
- un compartiment minoritaire de cellules souches leucémiques de phénotype immature, les plus 
UpVLVWDQWHVDX[DJHQWVGHFKLPLRWKpUDSLHSRXUODSOXSDUWTXLHVFHQWHVPDLVjODIRLVFDSDEOHVG¶DXWR -
renouYHOOHPHQWHWG¶HQJDJHPHQWYHUVun processus de prolifération / maturation.  
- un deuxième compartiment plus mature de progéniteurs leucémiques (CFU-L : Colony Forming 
Unit-/HXNHPLDD\DQWSHUGXODFDSDFLWpG¶DXWR-renouvellement mais ayant des propriétés clonogènes 
et de différenciation limitée.  
- un compartiment majoritaire de blastes leucémiques bloqués à un stade donné de maturation 
définissant la classification morphologique FAB des LAM. 
 




De plus, une dissémination leucémique est majoritairement observée, avec une apparition de blastes 
circulants, qui envahissent G¶Dutres organes hématopoïétiques comme la rate, les ganglions et le foie 
ou non hématopoïétiques notamment la peau, le système nerveux central et les testicules. 
 
2. Epidémiologie  
/HV/$0VRQWPDMRULWDLUHPHQWGHVSDWKRORJLHVGHO¶DGulte, avec une incidence GHO¶RUGUHGH
pour 100 000 habitants par an en France. Ces hémopathies malignes affectent préférentiellement le 
sujet âgé, avec un âge médian aXGLDJQRVWLFG¶HQYLURQDQV (Tsimberidou et al 2006). Les origines 
des LAM restent encore à définir mais certains facteurs sociaux/environnementaux de risque 
leucémogène ont pu être identifiés : 
 
- des facteurs génétiques : plusieurs affections congénitales FRPPH OD WULVRPLH  RX O¶DQpPLH GH
Fanconi, sont associées à un risque accru de LAM. 
 
- l'exposition chronique à des toxiques : essentiellement professionnelle, à du benzène, des solvants 
organiques ou des radiations ionisantes. Les travaux de Kane ont montré que le benzène contenu dans 
la fumée de cigarette augmente de 1,2 à 2,3 fois le risque de développer une LAM. Nous allons 
particulièrement aborder le rôle des pesticides sur le développement des hémopathies malignes, au vu 
de la collaboration que nous avons menée avec le Dr Gamet-Payrastre (INRA, UMR xénobiotiques, 
Toulouse). Son équipe a participé à la démonstration du risque leucémogène lors G¶XQH H[SRVLWLRQ
professionnelle chronique aux pesticides (Mehri et al 2007, 2010, ;Van Maele-Fabry et al 2007, 2008, 
Bassil et al 2007). De plus, il a été décrit que des réarrangements chromosomiques spécifiques telles 
que la translocation (8;21) et la translocation MLL prédisposant les enfants à développer des 
leucémies, seraient potentiellement générés suite à une exposition aux pesticides et aux traitements 
estrogéniques in utero (Smith et al 2005 ; Lafiura et al 2007, Schnyder et al 2009). 
 
- des traitements anticancéreux : les chimiothérapies à baVHG¶DJHQWVDON\ODQWVRXG¶LQKLELWHXUVGH la 
topoisomérase II, peuvent engendrer des LAM. Environ 10% des patients traités initialement par 
chimiothérapie pour une tumeur solide développent une LAM secondaire.  
 
- les maladies pré-leucémiques : certaines hémopathies peuvent évoluer en LAM. EQ O¶DEVHQFH GH
traitement, la leucémie myéloïde FKURQLTXH V¶© acutise » et évolue HQ /$0 '¶DXWUHV V\QGURPHV
myéloprolifératifs comme la splénomégalie myéloïde, la thrombocytémie essentielle ou la maladie de 
9DTXH] SHXYHQW VH WUDQVIRUPHU HQ OHXFpPLH 'HV V\QGURPHV P\pORG\VSODVLTXHV FRPPH O¶DQpPLH




réfractaire avec excès de blastes (AREB) conduisent parfois à une LAM. Enfin, certaines aplasies 
médullaires précèdent de quelques mois l'apparition d'une LAM-!
!
3. Diagnostic 
a. Signes cliniques 
Les signes cliniques sont le plus souvent les conséquences de l'insuffisance médullaire et de 
O¶LQILOWUDWLRQWXPRUDOH 
*Insuffisance médullaire 
-un syndrome anémique (pâleur, dyspnée, tachycardie), 
-un syndrome infectieux (fièvre) 
-un syndrome hémorragique (hémorragies cutanées ou muqueuses, spontanées ou déclenchées par des 
traumatismes, coagulation intravasculaire disséminée (CIVD)).  
*syndrome tumoral : 
-une hypertrophie des organes hématopoïétiques,  
-des douleurs osseuses,  
-une hypertrophie gingivale, 
-un syndrome de leucostase (dans les LAM  hyperleucocytaires et à temps de doublement rapide) 
associé à des troubles pulmonaires et neurologiques, 
-des tumeurs extramédullaires, 
-un syndrome infiltratif au niveau de sanctuaires (espaces sous arachnoïdiens, testicules). 
 
b. Analyses biologiques 
L'analyse des prélèvements biologiques permet de confirmer le diagnostic et de déterminer le 
type de LAM. Un hémogramme et un myélogramme sont toujours réalisés. Les leucoblastes circulants 
VRQWODSULQFLSDOHFDUDFWpULVWLTXHGHO¶KpPRJUDPPHTXL souligne une anémie et une thrombopénie dans 
90 % des cas. Il permet aussi de détecter les anomalies leucocytaires. Le myélogramme est 
indispensable au diagnostic cytologique, aux études cytogénétiques, immunologiques et moléculaires. 
Une analyse microscopique cytologique montre un envahissement médullaire par au moins 20% de 
blastes qui est l'élément clé du diagnostic et la diminution des lignées hématopoïétiques normales. 
Cette analyse est complétée si besoin par une étude cytochimique d'enzymes spécifiques comme les 
myéloperoxydases ou les estérases. Des études immunophénotypiques ou caryotypiques qui détectent 
les anomalies chromosomiques par cytogénétique classique ou Fluorescent In Situ Hybridization 









La classification FAB (French-American-British Cooperative Group), a été mise en place au 
début des années 1970, et définit le type de leucémie en fonction du stade de maturation : la LAM0 
immature, les LAM1 et 2 myéloblastiques, la LAM3 promyélocytaire, la LAM4 myélomonocytaire, la 
LAM5 monoblastique, la LAM6 érythroleucémique et la LAM7 mégacaryocytaire. Cette classification 
tend actuellement à disparaître au profit de la nouvelle classification de l'Organisation Mondiale de la 
Santé (classification WHO) (Bennett et al 1976; McKenna 2000; Vardiman et al 2002) qui est plus 
complète et qui prend en compte les facteurs de bon ou mauvais pronostique en combinant les 
caractéristiques de lignage et de cytogénétique. Elle a été récemment révisée en 2008 (Vardinam et al 
2009)(Tableaux 6 et 7) 
 
 
Tableau 6: classification FAB (French American British) 
 





Tableau 7 : Classification WHO des LAM (organisation mondiale de la santé) 
 
d. Facteurs pronostics 
/
kJH O¶H[LVWHQFH G¶DQRPDOLHV FKURPRVRPLTXHV HW OH FDUDFWqUH VHcondaire de la LAM sont 
associés à un pronostic négatif. La présence au diagnostic d'une CIVD, d'une hyperleucocytose, d'une 
complication infectieuse ou hémorragique, engage le pronostic vital. 
 
d.1 Age 
/¶kJHHVWXQIDFWHXUPDMHXUSRXUOHSURQRVWLFHQHIIHWOHVWUDLWHPents en raison de leur  toxicité 
ne sont pas applicables aux patients les plus âgés. De plus, la pathologie du sujet âgé est différente et 






,O VHPEOH H[LVWHUXQH OpJqUHSUpGRPLQDQFHPDVFXOLQHGDQV O¶LQFLGHQFHGHV/$0HQ UDLVRQGH
facteurs essentiellement professionnels.  
 
 





 Les anomalies chromosomiques récurrentes ont permis de classer les LAM en trois sous-groupes de 
pronostics différents (Slovak et al 2000, Tsimberidou et al 2006) (Figure 18) 
 
 




Le groupe de bon pronostic comprend la translocation t(15;17) caractéristique des LAM3, la 
translocation t(8;21) des LAM2 ou l'inversion centromérique du chromosome 16 dans les LAM4 
éosinophiles. Dans ce sous-groupe le taux de rémission compète après traitement est élevé (environ 
90-95%) alRUVTXHOHWDX[GHVXUYLHjDQVHVWG¶HQYLURQ40%. 
Le groupe de pronostique intermédiaire représente 65% des LAM F¶HVWXQJURXSHDVVH]KpWpURJqQH
FRQVWLWXpG¶HQYLURQGHSDWLHQWVSUpVHQWDQWXQFDU\RW\SHQRUPDOHWGHGHSDWLHQWVD\DQWGHV
anomalies chromosomiques de mauvais pronostique comme les PXWDWLRQVGHO¶H[RQGXJqQHGHOD
nucléophosmine, les mutations de CEBPɲ, les mutations du récepteur tyrosine kinase FLT3 et la 
duplication en tandem de MLL. Les taux de rémission complète sont de O¶RUGUHGHHWODVXUYLHj 
ans est de 40 à 60%. Le traitement classique comporte une FKPLRWKpUDSLHG¶LQGXFWLRQHWXQHDOORJUHIIH
de moelle en cas de donneur HLA compatible et de génotype non favorable (CEBPɲ+, ou FLT3 ITD- 




NPM1C+). Dans les génotypes IDYRUDEOHV XQH FRQVROLGDWLRQ SDU KDXWH GRVH G¶$UD & VXLYLH G¶XQH
DXWRJUHIIHRXG¶XQHLQWHQVLILFDWLRQSDUSOXVLHXUVF\FOHVG¶$UD&HVWHIIHFWXpH. 
Les autres anomalies cytogénétiques sont de plus mauvais pronostic : ainsi, les anomalies des 
chromosomes 5 et 7, les trisomies 8 ou les remaniements plus complexes sont associés à un mauvais 
pronostic. Ce groupe représente environ 25% des sujets jeunes et 30% des sujets âgés. Il existe chez 
ces patients une plus grande instabilité des microsatellites et une plus grande activité télomérique 
DVVRFLpHV j XQH DXJPHQWDWLRQ GH O¶LQKLELWLRQ GH S FH TXL SRXUUDLW H[SOLTXHU XQH SOXV IRUWH
chimiorésistance. De façon intéressante, ces anomalies que ce soit des gains ou des pertes 
chromosomiques affectent des gènes impliquéV GDQV OD UpSDUDWLRQ GH O¶$'1 HW OD VpJUpJDWLRQ
chromosomique (Schoch et al 2005). Le pronostic est dramatique, en effet, le taux de rémission 
complète est significativement amoindri (30 à 50%) et sa durée est relativement courte (seulement 6 à 
8 mois). 
d. 4 Analyse protéomique  
/¶DQDO\VH protéomique des LAM est actuellement une technique en H[SDQVLRQTXLSHUPHWG¶XQH
part de classifiHUOHV/$0HWG¶DXWUHpart de découvrir de nouveaux facteurs pronostics et diagnostics. 
/¶pTXLSHGH.RUQEODXDUpDOLVpOHSURILOSURWpRPLTXHGHSDWLHQWVHQVHIRFDOLVDQWVXUO¶pWXGHGH
SURWpLQHVLPSOLTXpHVQRWDPPHQWGDQVO¶DSRSWRVHOHF\FOHFHOOXODLUHHWODWUDQVGXFWLRQGXVLJQDO. Cette 
étude révèle par exemple, que les patients MO et M1 expriment plus de protéines apoptotiques que des 
patients M4 et M5, et que les patients présentant des anomalies des chromosomes 5 et 7 expriment 
plus de GSK3ɴ et de survivin. Les auteurs ont pu ainsi constituer 7 groupes de patients caractérisés par 
une même signature protéique, ce qui pourrait avoir des répercussions notables sur O¶pODERUDWLRQGH
nouvelles thérapeutiques plus ciblées (Kornblau et al 2009)&HW\SHG¶analyse se fait en complément 
des analyses  par PLFURDUUD\ TXL DVVRFLHQW GHV VLJQDWXUHV G¶H[SUHVVLRQ JpQLTXH DX SURQRVWLF de 
O¶H[SUHVVLRQ GH PLFUR51$V GH OD PpWK\ODWLRQ GH O¶$'1 HW GHV 613 VLQJOH QXFOHRWLGH
polymorphism) (Foran 2010). 
e. Les traitements conventionnels 
Le but du traitement des LAM est dans un premier temps d'obtenir la rémission complète, 
caractérisée par la disparition de tous les signes cliniques et biologiques puis de maintenir cette 
rémission par des traitements dits "de consolidation" puis "d'entretien". 
Dans un premier temps, la chimiothérapie d'induction repose classiquement sur l'association d'une 
anthracycline (daunorubicine ou idarubicine) et de la cytosine arabinoside (Ara-C), dans le but 
G¶LQGXLUH XQH UpPLVVLRQ FRPSOqWH (OOH VH FDUDFWérise par la disparition des blastes leucémiques 
médullaires. Le traitement de consolidation consiste ensuite en plusieurs cycles de chimiothérapie 
intensive, durant six mois environ, suivis ou non d'une greffe de CSH (allogénique ou autogénique) en 




fonction du risque de rechute. Actuellement, les tUDLWHPHQWV WHQGHQW j V¶DGDSWHU aux anomalies 
cytogénétiques retrouvées chez les patients (Burnett et al 2011). 
Malgré ces traitements, le risque de rechute est élevé dans la plupart des autres cas de LAM et semble 
dû à la résistance des cellules souches leucémiques. 
C. Les cellules souches leucémiques 
1. Identification et caractérisation des CSH et des CSL 
Le compartiment des CSH peut être divisé en trois contingents différents (Figure 19) : les CSH à 
O¶DXWR-renouvellement à long terme (CSH à long terme ou CSH-LT), seules capables de maintenir 
O¶KpPDWRSRwqVH GXUDQW WRXWH OD YLH G¶XQ RUJanisme, OHV &6+ j O¶DXWR-renouvellement à court terme 
(CSH à court terme ou CSH-CT), qui sont un peu plus différenciées et donc ne peuvent reconstituer 
O¶KpPDWRSRwqVH TXH SHQGDQW XQH Gurée limitée, et les progéniteurs multipotents sans potentiel 
G¶DXWRUHQRXYHOOHPHQW (Morrison et Weissman 1994 ; Morrison et al 1997). Ces trois contingents se 
différencient selon leur phénotype. 
L¶LdentificDWLRQHW O¶isolement des cellules souches adultes soulèvent des difficultés liées en partie à 
leur faible nombre : l¶HVWLPDWLRQ GX QRPEUH WRWDO GH &6+ FKH] OD VRXULV HW FKH] O¶KRPPH HVW
respectivement de 1,1 à 2,2.104 cellules et de 2 à 5.104, soit 0,01 à 0,1 % des cellules de la moelle 
osseuse. /HXU SXULILFDWLRQ UHSRVH WRXW G¶DERUG VXU O¶H[LVWHQFH G¶DQWLJqQHV TXL SHUPHWWHQW XQ WUL GH
cellules par cytométrie de flux ou à O¶DLGH GH ELOOHV PDJQpWLTXHV FRXSOpHV j GHV DQWLFRUSV
PRQRFORQDX[ '¶DXWUHV FULWqUHV VRQW XWLOLVpV WHO TXH OH SKpQRW\SH G¶H[FOXVLRQ GX FRORUDQW +RHFKVW
33342 qui caractérise une fraction cellulaire enrichie en cellules souches appelée la « side population » 
(SP population). Néanmoins tous ces marqueurs ne sont pas strictement restreints aux cellules 
souches HW YDULHQW HQ IRQFWLRQGH O¶RULJLQH FHOOXODLUH(Q WRXW pWDW GH FDXVH, il faut donc compléter 
cette approche phénotypique par une approche fonctionnelle. Sans équivoque, les tests in vivo de 
transplantation en série chez des modèles animaux constituent un Gold Standard. 
!
a. Modèles in vivo 
 
a.1Généralités 
Une CSH est définie par trois capacités : l'auto-renouvellement, la différenciation en l'ensemble 
des lignées myéloïdes et lymphoïdes et la capacité à reconstituer à long terme l'hématopoïèse d'un 
animal irradié à dose létale. L'existence d'une cellule souche hématopoïétique a été suggérée dans un 
premier temps par des expériences réalisées chez la souris. Les connaissances sur les cellules souches 
se sont accumulées ces 50 derniqUHVDQQpHV/D&6+WUqVSUpFRFHTXHO¶RQQRPPHUD/7&-,&Q¶DpWp
SXULILpH TX¶HQ  FKH] OD VRXULV DQV DSUqV OD PLVH HQ pYLGHQFH GHV SUHmiers précurseurs 















Figure 19 : Les cellules souches hématopoïétiques. Le compartiment des CSH se compose de trois populations 
cellulaires : les &6+jORQJWHUPHDYHFXQIRUWSRXYRLUG¶DXWR-renouvellement (flèche rouge pleine), les CSH à 
FRXUW WHUPH DYHF XQ SOXV IDLEOH SRXYRLU G¶DXWRUHQRXYHOOHPHQW IOqFKH URXJH HQ SRLQWLOOpV HW OHV SURJpQLWHXUV
PXOWLSRWHQWV VDQV FH SRWHQWLHO G¶DXWRUHQRXYHOOHPHQW mais plus actifs mitotiquement. Ce sont les CSH-LT qui 
permettent de reconstituer une hématopowqVHjORQJWHUPHORUVG¶XQHJUHIIHGH02GDQVXQHVRXULV12'-SCID 
(Nonobese diabetic - Severe combined immunodeficiency) au préalable irradiée, alors que les CSH-CT et les 




Les tests de reconstitution consistent à mesurer la capacité des cellules hématopoïétiques à repeupler la 
moelle osseuse de souris rendues aplasiques par irradiation. On distingue la reconstitution à court 
terme (Short Term Repopulating Ability) (1 à 3 mois) et à long terme (Long Term Repopulating 
Ability) (Ploemacher et Brons 1988) (Figure 19). 
 
*Le test de repopulation à court terme : Cette repopulation rapide est le résultat de greffe de cellules 
dont la capacité de prolifération et de différenciation est limitée; LO V¶DJLW GH FHOOXOHV GpMj HQJDJpHs 
dans une voie de différenciation hématopoïétique (Ploemacher et Brons 1988; Morrison et Weissman 
1994). Ces cellules peuvent être considérées comme des CSH tardives ou des progéniteurs. 
 
*Le test de repopulation à long terme : il a permis de mettre en évidence des CSH appelées LT-HSCs 
capables de reconstituer au-delà de 6 mois le système lympho-myéloïde. Il a été montré que ces 
cellules hématopoïétiques pWDLHQWGRXpHVG¶XQHIRUWHFDSDFLWpG¶DXWR-renouvellement, car capables de 
reconstituer la moelle osseuse de receveurs secondaires irradiés à dose létale (Siminovitch et al 1963; 
Ploemacher et al 1989). Un test fréquemment utilisé pour la caractérisation à long terme est le test de 
repopulation compétitive qui consiste à injecter dans des souris irradiées un nombre limité de cellules 
hématopoïétiques à tester, simultanément à un nombre plus élevé de cellules dites "accessoires" 
DVVXUDQW OD VXUYLH j FRXUW WHUPH /HV FHOOXOHV FLEOHV HW DFFHVVRLUHV GRLYHQW GLIIpUHU SDU O¶H[SUHVVLRQ




G¶XQPDUTXHXU SDU H[HPSOH GHV LVRIRUPHV D HW E GX&' /HV FHOOXOHV DVVXUDQW OD UHSRSXODWLRQ
après plusieurs mois sont appelées CRU (Competitive repopulating Units) (Szilvassy et al 1990). 
 
D8QSHXG¶KLVWRLUH 
1960 HVW O¶DQQpH TXL FDUDFWpULVH la premiqUH PLVH HQ pYLGHQFH G¶XQH &6+ nommée CFUs 
(Colony forming Unit) par Till et MacCulloch. En effet, LOV RQW GpPRQWUp O¶H[LVWHQFH G¶XQH &6+
capable de générer les différentes lignées érythroïde, monocytaire et granuleuse. /¶H[SpULHQFH
consistait à irradier une souris à 1000 rads, entraînant ainsi une aplasie mortelle. Si des cellules issues 
GH ODPRHOOHRVVHXVHGHVRXULV LPPXQRORJLTXHPHQWFRPSDWLEOHVpWDLHQW LQMHFWpHVDSUqV O¶LUUDGLDWLRQ
les CSH présentes étaient alors capables de reconstituer les différents lignages hématopoïétiques. Ces 
CSH ont été mises en évidence par la formation de nodules dans la rate des souris irradiées et greffées. 
5DSSHORQV TXH OD UDWH HVW XQ RUJDQH KpPDWRSRwpWLTXH FKH] OD VRXULV DGXOWH HW QRQ FKH] O¶KRPPH
/¶DQDO\VHKLVWRlogique de ces nodules après 8 jours souligne la présence de cellules érythroïdes, de 
cellules mégacaryocytaires et de cellules polynucléaires (neutrophiles et monocytes). De façon 
remarquable, OHVDXWHXUVRQWGpPRQWUpTX¶XQQRGXOHVSOpQLTXHHVWLVVXG¶XQH seule cellule. En effet, en 
irradiant les cellules de la moelle osseuse devant être réinjectées ils induisent des altérations 
chromosomiques chez ces cellules. Les mêmes cassures chromosomiques sont retrouvées dans toutes 
OHVFHOOXOHVHQPLWRVHG¶XQPrPHQRGXOH 
 
,OV RQW pJDOHPHQWPRQWUpTX¶LO VHPEOH H[LVWHUXQH UHODWLRQ OLQpDLUH HQWUH OHQRPEUHGH cellules et le 
nombre de nodules formés. La concentration de précurseurs hématopoïétiques appelés CFUs est 
G¶HQYLURQ  FHOOXOH SRXU  FHOOXOHV PpGXOODLUHV XQH GH OHXU FDUDFWpULVWLTXH HVW GH JpQpUHU GHV
colonies de différents types histologiques. Ces CFUs sont donc des CSH multipotentes capables de 
donner naissance aux différents lignages hématopoïétiques. Pour affirmer ces propriétés, les auteurs 
ont prélevé des nodules spléniques G¶XQW\SHKLVWRORJLTXHGRQQpDXMRXUOHVRQWGLVVRFLpVHWLQMHFWpV
à des souris irradiées. Ils ont pu démontrer que dans les nodules érythroïdes il y avait des CFUs 
capables de générer les différents lignages hématopoïpWLTXHV&¶HVWXQHH[SpULPHQWDWLRQ élégante pour 
démontrer que les CFUs ont une activité multipotentielle.  
 
Par la suite, GHQRPEUHXVHVpWXGHVRQWSHUPLVG¶LGHQWLILHUGLIIpUHQWVVWDGHVGHGLIIpUHQFLDWLRQSDUPLOHV
CFUs à savoir les CFUs capables de générer des colonies au 8ème jour, les plus primitives capables de 
générer des colonies au jour 14, et surtout les CFUs quiescentes en phase G0 du cycle cellulaire et 
UpVLVWDQWHVjODFKLPLRWKpUDSLH&¶HVWSDUFHWWHPrPHPpWKRGRORJLHTX¶LODpWpPRQWUpO¶H[LVWHQFHG¶XQ
précurseur lympho-hématopoïétique donnant naissance non seulement aux lignées hématopoïétiques 
mais également aux lignées lymphoïdes T et B. En 1996, Osawa obtient une repopulation à long terme 
GHFHOOXOHVKpPDWRSRwpWLTXHVHWO\PSKRwGHVFKH]ODVRXULVDSUqVLQMHFWLRQG¶XQHVHXOHCSH (Osawa et 
al 1996). 





a.3 Mise en évidence des CSL 
Plusieurs études montrent que des cellules de LAM, mais aussi de leucémie aiguë lymphoïde et 
de leucémie myéloïde chronique sont capables de proliférer et de reproduire in vivo la maladie après 
greffe dans des souris SCID (Severe Combined Immuno Deficiency) (Kamel-Reid et Dick 1988; 
Sirard et al 1996). L'équipe de Lapidot a injecté des cellules sanguines de 17 patients atteints de LAM 
de type M1, M2 et M4 et observé le développement de cellules leucémiques humaines dans la moelle 
osseuse des souris quelque soit le type de LAM (Lapidot et al 1994). Ces cellules capables de 
reconstituer une leucémie in vivo sont appelées SCID Leukemia-Initiating Cell (SL-IC). Pour le 
patient M1 testé, elles appartenaient exclusivement à la fraction CD34+ CD38- et leur fréquence était 
inférieure à celle des CFU de LAM (1 pour 250 000). L'utilisation de souris NOD-SCID (Non Obese 
Diabetic-SCID) permettant des transplantations successives a démontré la persistance à long terme (8 
semaines) et les capacités d'auto-renouvellement de ces cellules, indépendamment du sous-type de 
LAM (Blair et al 1997; Bonnet et Dick 1997; Wang et al 1998).  
 
En conclusion, F¶HVWJrâce au modèle murin NOD/SCID transplantable que les CSL et, plus largement, 
les cellules initiant la leucémie ou L-IC (pour leukemia-initiating cells) ont été identifiées (Lapidot et 
al 1994 ; Bonnet et Dick 1997). De façon intéressante, les capacités de transplantation dans les souris 
NOD/SCID sont corrélées au pronostic des patients (Pearce et al 2006), FHTXLUHIOqWHO¶H[LVWHQFHGH
différents types de CSL. Les cellules leucémiques issues de patients à bon pronostic ne greffent pas, a 
contrario celles issues de patients à mauvais pronostic greffent pratiquement toujours. Pour les 
patients de risque intermédiaire la prise de greffe semble aléatoire et la survie de ces patients est 
directement corrélée à la prise de greffe. Seulement 60% - 70% des leucémies humaines peuvent être 
greffées dans des souris NOD/SCID.  
a.4 Les différents modèles murins et leurs limites 
L'évaluation du potentiel de reconstitution par des cellules humaines a donc nécessité le 
développement de systèmes de transplantation xénogénique dans lesquels les réactions immunitaires 
sont amoindries voire abolies. Plusieurs types de souris immunodéficientes ont été générées : les 
souris Nude, SCID, Beige, Xid et Rag-/-. Les souris SCID ne produisent ni lymphocytes T, ni 
O\PSKRF\WHV%FHTXLHQWUDvQHO¶DEVHQFHGHUpSRQVHLPPXQLWDLUHFHOOXODLUHHWKXPRUDOH/DSUpVHQFH
FKH] FHV VRXULV G¶LPPXQLWp UpVLGXHOOH GXH DX[1. QDWXUDO NLOOHU HW DX[PDFURSKDJHV D FRQGXLW j
O
XWLOLVDWLRQG¶DXWUHVVRXFKHVPXULQHVOHV12'-SCID (Dick 1991, McCune et al 1988) qui ont été le 
modèle de choix ces 15 dernières années. Les NOD-6&,' ȕPLFURJOREXOLQH-/- et les NOD-
SCID/ILR2ȖF-/-  sont elles aussi totalement dépourvues d'activité NK (Glimm et al 2001) . /¶LQMHFWLRQ
directe de CSH humaines, en intraveineuse, dans les souris NOD-SCID permet de mettre en évidence 
une SRSXODWLRQFHOOXODLUHDSSHOpH65&6&,'5HSRSXODWLQJ&HOOUHSHXSODQWO¶HQVHPEOHGHVOLJQDJHV




hématopoïétiques et transSODQWDEOH G¶XQ UHFHYHXU SULPDLUH j XQ UHFHYHXU VHFRQGDLUH UpVXOWDWV HQ
faveur de l'autorenouvellement) (Dick 1996, Larochelle et al 1996). Les SRC représentent une 
population rare de la moelle osseuse (1 pour 5.106 cellules). Dans la revue écrite par Schultz et al en 
2007 sont listées toutes les souris immunodéficientes générées au cours de ces 30 dernières années, 
avec la ou les mutations qui les caractérisent, leur phénotype ainsi que leurs avantages et 





Figure 20 : Etapes clées dans le développement de modèles murins humanisés. 
'¶DSqV6KXOW]HWDO 
 
En conclusion pour étudier le devenir des CSH humaines et des CSL de LAM ainsi que les 
mécanismes impliqués dans la régulation de leurs fonctions, le modèle murin reste incontournable. 
Mais il reste à VDYRLUOHU{OHSUpFLVGXPLFURHQYLURQQHPHQWPpGXOODLUHF¶HVW-à-dire des molécules et 
des composants cellulaires de la niche hématopoïétique. Les modèles murins possèdent donc des 
limitesSXLVTX¶LOVVRQWFRQVWLWXpVG¶XQHQLFKHVSpFLILTXHGHFHOOXOHV VWURPDOHVPXULQHV/HVFHOOXOHV
stromales murines diffèrent des cellules humaines notamment par les mécanismes impliqués au cours 
GX YLHLOOLVVHPHQW ,O VHPEOHUDLW TX¶RQ VH GLULJH DXMRXUG¶KXL YHUV OH GpYHORSSHPHQW GH QRXYHOOHV
techniques qui pourraient conduire à une immunomodulation et à une humanisation du 
microenvironnement des modèles murins (Brouard et al 1998 ; Krampera et 2003 ; Ramasany et al 
2007 ; Siegel et al 2009, Khoury et al 2011). Cela fait suite aux premiers essais de co-injections de 
cellules stromales mésenchymateuses  humaines dans certains modèles murins (Nolta et al 1994)  
De façon intéressante, O¶pTXLSHGH'LFNDUpYpOpTXHOHVVRXULVIHPHOOHVRQWXQHPHLOOHXUHFDSDFLWpGH
prise de greffe (Notta et al 2010). Les causes physiologiques de cet avantage ne sont pas connues, on 




peut cependant émettre certaines hypothèses. La première serait une implication différentielle des 
hormones stéroïdes sexuelles qui influenceraient de façon différente la biologie osseuse des souris 
PkOHV HW IHPHOOHV 2Q VDLW DXVVL TX¶HQ FRQGLWLRQ LQIODPPDWRLUH, le microenvironnement et plus 
spécifiquement les cellules stromales mésenchymateuses vont réagir différemment selon le sexe des 
souris, engendrant donc un dialogue différent entre les cellules stromales et les CSH. Il a été 
également décrit des différences homme/femme, dans la lignée germinale au niveau de la fréquence 
GHV GLYLVLRQV DV\PpWULTXHV GHV &6+ PDLV DXVVL GH OHXU PRELOLVDWLRQ FRQVpTXHQFH GLUHFWH G¶XQH
SRODULVDWLRQGLIIpUHQWHDXVHLQGHODQLFKH1pDQPRLQVRQSHXWVHSRVHUODTXHVWLRQGHO¶H[LVWHQFHGH
facteurs intrinsèques spécifiques de chacun des 2 genres qui seraient responsables de cette différence 
de prise de greffe. 
,OVHPEOHH[LVWHUG¶DXWUHVOLPLWHV(QHIIHWLODpWpUDSSRUWpGDQVXQHpWXGHTXHODIUpTXHQFHGHs CSL 
pouvait être assez élevée dans certains modèles murins de leucémie sans organisation hiérarchique 
apparente du clone leucémique (Kelly et al 2007). Cette IUpTXHQFH pOHYpH VHUDLW OH IUXLW G¶XQ ELDLV
H[SpULPHQWDO ORUVGH O¶DPSOLILFDWLRQ in vitro des cellules  juste avant la transplantation conduisant à 
une VRUWHG¶LPPRUWDOLVDWLRQGHV&6/ qui à terme pourrait être qualifiées de lignée cellulaire. Ce qui 
remettrait en cause le concept de cellule initiatrice de cancer donnant lieu à une organisation 
hiérarchique du clone cancéreux. Nous aborderons cette question dans la partie sur la transformation 
leucémique (Page 89). 
 
b. Modèle in vitro en milieu semi-solide 
En 1966 une avancée essentielle permet la mise en évidence des CSH par des techniques de 
culture en milieu semi-solide. En effet, Metcalf et Bradley ont percpjMRXUO¶H[LVWHQFHGHVSUécurseurs 
hématopoïétiques grâce à une méthodologie de clonage en milieu semi-solide (Bradley et Metcalf 
1966) /¶XWLOLVDWLRQ GH PLOLHX[ VHPL-solides a pour but de restreindre la migration des cellules 
proliférantes en culture. En présence de facteurs de croissance, les cellules de la moelle osseuse sont 
capables de former des colonies de macrophages et de polynucléaires neutrophiles, composées de 
centaines voir de milliers de cellules. Ces expériences préliminaires ont permis de mettre au point un 
test CFU-GM (Colony forming unit granulocyte et macrophage). Les mêmes méthodologies que celles 
relatées par Till et MacCullogh ont permis de montrer qu¶XQH FRORQLH SURYHQDLW ELHQ G¶XQH VHXOH
cellule. Par la suite, O¶XWLOLVDWLRQGHVXSSRUW VHPL-solide comme la PpWK\OFHOOXORVHHW O¶XWLOLVDWLRQGH
IDFWHXUV GH FURLVVDQFH RQW PLV HQ PLV HQ pYLGHQFH O¶H[LVWHQFH de différents précurseurs 
hématopoïétiques :  
-CFU-GEMM (grandes colonies composées de cellules granuleuses et macrophagiques ainsi que des 
cellules érythroïdes) 
-CFU-GM (colonies granuleuses et macrophagiques) 
-BFU-E (Burst forming unit erythroid, colonies érythroïdes) 
-CFU-E (Colony forming unit erythroid, plus matures que les BFU-E, petites colonies érythroïdes) 




-Des précurseurs des polynucléaires éosinophiles et basophiles ont été mis en évidence, mais dans des 
proportions très faibles. 
Il faut attendre 1977 pouUDERUGHU O¶pWXGH in vitro de la CSH LTC-IC (Long term culture±initiating 
cell). En effet, Dexter a développé une technique permettant la culture de progéniteurs 
hématopoïétiques murins in vitro pendant plusieurs semaines (Dexter et Moore 1977) grâce à 
l¶XWLOLVDtion de milieux de culture associés à une couche de cellules stromales médullaires. En présence 
de facteurs de croissance et de cette couche de cellule stromales médullaires, les cellules souches 
multipotentes murines ont les capacités de proliférer pendant plusieurs semaines et de donner 
naissance à des CFUs, CFU-GEMM, BFU-E et CFU-E (Andrews et al 1986). La production de CFU 
est évaluée chaque semaine par test clonogénique à partir des cellules du surnageant issues de cellules 
hématopoïétiques adhérentes, et peut durer plusieurs mois (Coulombel et al 1983). Ce système de 
culture est appelé « cultures de Dexter » et DSHUPLVGHPHWWUHDXSRLQWFKH]O¶KXPDLQXQWHVWHQGHX[
temps appelé LTC-IC (Long Term Culture-Initiating Cell) qui identifie un précurseur très précoce 
capable de générer des cellules hématopoïétiques après mise en culture sur des cellules stromales 
(Sutherland et al 1990). Le principe est de cultiver en dilution limite les progéniteurs sur un stroma 
pré-établi d'origine allogénique ou xénogénique. Ce système a permis de mettre en évidence les LTC-
IC et les ELTC-IC (Extended-LTC-IC) capables de générer une descendance de progéniteurs 
clonogéniques après respectivement 5 à 8 semaines et 10 semaines de culture. La fréquence de ces 
cellules peut être estimée en quantifiant le nombre de CFU-GM dans les fractions adhérentes et non 
adhérentes (Hao et al 1995; Coulombel et al 2004; Purton et Scadden 2007).   
Ce système a été par la suite amélioré par l'utilisation de lignées stromales à la place des cellules 
médullaires, ces lignées stromales provenant de différents sites de l'hématopoïèse tels que la moelle 
osseuse OH IRLH I°WDO RX O
$GM. Il est alors possible de placer en coculture des cellules d'origine 
DQLPDOHVGLIIpUHQWHV'¶DXWUHV W\SHVGe progéniteurs primitifs, ont pu être mis en évidence par cette 
technique : les CAFC pour  Cobblestone Area Forming Cell, sont des cellules caractérisées par la 
capacité à former des colonies hématopoïétiques sous la couche stromale G
ROHXUQRPG¶DLUHVSavées 
(Ploemacher et al 1989 ; Breems et al 1994).  Les plus primitives des CFU sont également capables de 
donner naissance à des colonies macroscopiques de plusieurs centaines de cellules et de plusieurs 
lignages hématopoïétiques : on les appellent alors HPP-CFU pour High Proliferation Potential 
(Bradley et Hodgson 1979). La taille et le lignage hématopoïétique des colonies observées permettent 
DORUVGHGpILQLUOHGHJUpG¶LPPDWXULWpGHVFHOOXOHVHQVHPHQFpHV 
c. Identification directe et purification 
c.1 Marqueurs immunophénotypiques des CSH 
/¶XWLOLVDWLRQ GHV différents tests décrits précédemment permet seulement une identification 
rétroactive des CSH, car ces cellules sont caractérisées en fonction de leur descendance. Cependant, 
OHV PRGqOHV PXULQV RQW SHUPLV GH IDLUH GH JUDQGHV DYDQFpHV VXU O¶LGHQWLILFDWLRQ GH PDUTXHXUV GH




surface spécifiques et la mise en évidence de propriétés fonctionnelles intrinsèques. Les CSH peuvent 
être isolées à partir de moelle osseuse murine et humaine (Spangrude et al 1988 ; Morrison et 
Weissman 1994 ; Baum et 1992 ; Osawa et 1996).  
 
 
Figure 21: Principaux marqueurs immunophénotypiques des CSH. 
'¶DSUqV7UXPSHWDO 
 
Chez l'homme, le marqueur CD34 (sialomucine) est devenu le marqueur incontournable des CSH 
KXPDLQHV+LVWRULTXHPHQW F¶HVW HQ LPPXQLVDQW GHV VRXULV DYHF GHV OLJQpHV WXPRUDOHV SURYHQDQWGH
patients de L$0TXH O¶DQWLJqQH&'SUpVHQW VXU O¶HQVHPEOH GHVSUpFXUVHXUVKpPDWRSRwpWLTXHV IXW
identifié. Il a été montré que son niveau d'expression était corrélé avec l'immaturité des cellules 
hématopoïétiques. Cependant, la population des cellules CD34+ est hétérogène, et contient aussi la 
majorité des progéniteurs (Andrews et al 1986,!Civil et al 1990). De plus, ce marqueur est également 




L'importance du marqueur CD38 D pWp PLVH HQ OXPLqUH ORUV G¶expériences de greffe de cellules 
souches humaines dans des souris NOD-SCID. Les cellules CD34+/CD38- sont capables de 
repopulation à long terme, alors que les cellules CD34+/CD38+ sont responsables de la repopulation à 
court terme (Bhatia et al 1997 ,  Hogan et al 2002).  
 
D'autres études ont montré que les CSH et les progéniteurs n'expriment pas certains marqueurs tels 
que les antigènes d'histocompatibilité de classe II HLA-DR et CD33 (Andrews et al 1989) (population 
enrichie en LTC-IC (CD34+ CD33-)), mais à l'inverse que seules les CSH expriment le CD133 
prominine (AC133)! (Yin et al 1997) et KDR (le récepteur 2 au VEGF Vascular Endothelial Growth 
Factor-Receptor 2 (CD309). La population CD34+ KDR+ reconstitue à long terme l'hématopoïèse de 
souris NOD-SCID (Ziegler et al 1999).!Le récepteur c-Kit (ou CD117), récepteur du Stem Cell Factor 
(SCF), est exprimé par une grande partie des cellules CD34+ CD38- mais semble plus faiblement 




exprimé dans les CSH plus primitives. Le récepteur à la thrombopoïétine (TPO-R, CD110 ou c-Mpl) 
semble également jouer un rôle dans l'hématopoïèse  : les cellules médullaires CD34+ CD38- c-Mpl+ 
ont une capacité de repopulation augmentée à celle de la population CD34+ CD38- c-Mpl- (Solar et al 
1998). 
Récemment, une nouvelle combinaison de marqueurs appelés SLAM, pour Signaling Lymphocyte 
Activation Molecule, a été découverte comme identifiant des CSH : CD150+ CD48- CD41-. Ces CSH 
exprimant les SLAM ont été retrouvées adjacentes aux ostéoblastes mais aussi aux cellules 
endothéliales dans la moelle osseuse comme dans la rate (Kiel et al 2005). Ce phénotype est identifié 
dans les LT-CSH (Yilmaz et al 2006, Larochelle et al 2011). 
 
De nombreux travaux réalisés sur les souris ont montré que les CSH de la moelle osseuse 
Q¶H[SULPDLHQWSDVOHVPDUqueurs de lignages hématopoïétiques Lin, mais les marqueurs Sca-1 et c-Kit. 
Les CSH murines sont retrouvées dans les fraction c-Kit+/Thy-1low/Lin-/Sca-1+ surnommées KTLS 
(Spangrude et al 1988). Cette fraction permet non seulement la survie à court terme, mais aussi la 
repopulation lymphoïde et myéloïde à long terme. 
 
Il existe donc plusieurs marqueurs de surface pour purifier spécifiquement les CSH et obtenir ainsi une 
population enrichie très immature. Ces marqueurs sRQW GLIIpUHQWV ELHQ VU VXLYDQW O¶HVSqFH : Lin- 
CD34+ CD38- CD90+ CD123- CD133+ pour les CSH-LT humaines, et Lin- Sca1+ c-Kit+ (appelé  LSK) 
Thy1.1low Flk2-  CD34- Slamf1+ pour les CSH-LT murines (Spangrude et al 1988, Osawa et al 1996, 
Christensen et Weissman 2001, Kiel et al 2005, Zon et al 2008).!!
!
'¶DXWUHV marqueurs sont identifiés comme Flt3 ((fms)-like tyrosine kinase receptor 3) permettant une 
nouvelle classification des CSH : les LT-CSH sont LSK CD34- Flt3- alors que les ST-CSH sont 
divisées en deux fractions LSK CD34+ Flt3- (reconstitution myéloïde) et les LSK CD34+ Flt3+ 
(reconstitution lymphoïde). 
 
Le marqueur EPCR (Endothelial Protein C Receptor) ou CD201 est retrouvé fortement exprimé dans 
les CSH purifiées qui contiennent une importante population de SCID-repopulating cells (Balazs et al 
2006).  
De façon intéressante, le sang du cordon ombilical contient une fraction Lin- CD34+ CD38- CD90+ 
CD45RA- capable de reconstitution à long terme (Majeti et al 2007). 
 
Cependant, certaines études montrent que le CD34 QHVHUDLWSDVXQERQPDUTXHXUG¶LPPDWXULWp.  En 
effet, chez la souris et chez l'homme, des populations de CSH pourraient être CD34- (Osawa et al 
1996,  Bhatia et al 1998,  Zanjani et al 1998 ). L'injection, d'une seule cellule CD34-KLS est capable de 
reconstruire l'hématopoïèse à long terme d'une souris aplasique. Enfin, les cellules Lin-/CD34-/CD38- 




possèdent des propriétés de progéniteur et de LTC-IC contrairement aux Lin-/CD34+/CD38-. Il a été 
également montré une acquisition du marqueur CD34 dans des tests in vitro et in vivo au cours  d'un 
processus de différenciation (Bhatia et al 1998, Fujisaki et al 1999,  Sato et al 1999) ce qui laisse 
apparaître que les cellules CD34- pourraient être plus immatures que les cellules CD34+. 
 
c.2 Marqueurs immunophénotypiques des CSL 
Les CSL de LAM ont pu être identifiées et purifiées dans la fraction CD34+ CD38-, qui 
correspond à une sous population minoritaire (0,2 à 1% des cellules totales) de cellules leucémiques 
FDSDEOHVG¶LQLWLHUODOHXFpPLe dans un modèle animal. Les travaux de Blair ont permis de préciser le 
phénotype membranaire des SL-IC (SCID Leukemia initiating cells). Elles expriment le récepteur à 
l'interleukine 3 (IL-3R ou CD123) mais pas les marqueurs de lignage (Lin) CD71, CD117 et HLA-DR 
(Blair et al  1998, Blair et Sutherland 2000, Jordan et al 2000). De plus, elles sont aussi caractérisées 
par l'absence de CD90 ou Thy-1 (Blair et al. 1997). Dans les sous-types de LAM M0, M1, M2, M3, 
M4, et M5, les CSL sont définies phénotypiquement par : CD34+ CD38- CD71- CD90- HLA-DR- 
CD117- CD123+ (Bonnet et Dick 1997, Jordan  et al  2000). Même si la plupart de ces caractéristiques 
antigéniques sont partagées avec les CSH (CD34+ CD38- CD71- HLA-DR-G¶DXWUHVPDUTXHXUVVRQW
trouvés comme étant uniques aux CSL, tels que CD117+, CD123+ et, plus récemment, CD96+ (Hosen  
et al 2007) HWO¶DQWLJqQH&//-1+ (van Rhenen et al 2007).  
 
Une population exprimant le CD45RA, capable de générer des CFU-blast in vitro et portant le gène de 
fusion CALM-AF10, a été identifiée chez des patients atteints de LAM liée à cette anomalie 
(Deshpande et al 2006). Mais des études récentes montrent finalement que le CD38 et le CD34 ne 
seraient pas de bons marqueurs pour isoler les CSL. En effet, OH&'Q¶HVWSDVUHWURXYpH[SULPpGDQV
les CSL de quelques patients présentant la protéine NPM1 mutée, alors que le CD38 est retrouvé 
exprimé chez ces patients LAM. (Taussig et al 2008). Les marqueurs qui émergent actuellement sont 
le CD33 (Taussig et al 2005), le CD44 (Jin et al 2006), le CD96 (Hosen et al 2007), CD123 (Jin et al 
2009), CD47 (Jaiswal et al 2009 ; Mojeti et al 2009), le CD25 et le CD32 (Saito et al 2010).  
Actuellement, le modèle murin de choix SRXUO¶pWXGHGHV&6/HVWOHPRGqOH12'-6&,',/5ȖF-/- ou 
NSG (Sanchez et al 2009). Par ailleurs HQSDUDOOqOHGHO¶pPHUJHQFHGHQRXYHDX[PDUTXHXUVO¶pWXGHGH
Sarry montre dans ce modèle murin que la population des CSL est phénotypiquement hétérogène et ce 
DX VHLQ G¶XQ PrPH SDWLHQW (Sarry et al 2010). Les différences immunophénotypiques des CSL 
UDSSRUWpHV FHV GHUQLqUHV DQQpHV VRQW HOOHV GXHV j O¶KpWpURJpQpLWp pWLRORJLTXH GHV /$0 RX WRXW
simplement dues au modèle de xénotransplantation utilisé ?  
!
!




c.3 Autres marqueurs et isolement 
Actuellement, il existe plusieurs méthodes pour isoler et purifier des CSH humaines ou murines 
(Bonnet 2005). A partir de la moelle osseuse de souris, on peut réaliser un tri cellulaire composé de 
SOXVLHXUVpWDSHV'¶DERUGSDUO¶XWLOLVDWLRQGHQDQRSDUWLFXOHVIHUUR-magnétiques, une sélection négative 
VXUOHOLJQDJHVXLYLHG¶XQHVpOHFWLRQSRVLWLYHVXUOHPDUTXHXUGHVXUIDFH6FDHVWHIIectuée, puis grâce 
à un trieur cellulaire (FACS), les cellules positives pour le récepteur c-Kit sont isolées. Cette technique 
SHUPHW GRQF G¶REWHQLU GHV FHOOXOHV /6. Lin- Sca1+ c-Kit+). En ce qui concerne les CSH ou CSL 
humaines, une sélection positive sur le marqueur de surface CD34 puis une négative sur le CD38, par 
O¶XWLOLVDWLRQ pJDOHPHQW GH nanoparticules ferro-PDJQpWLTXHV SHUPHW G¶LVROHU GHV FHOOXOHV
hématopoïétiques immatures CD34+ CD38-. Pour enrichir cette population en CSH ou CSLG¶DXWUHV
WULV FRPSOpPHQWDLUHV SHXYHQW rWUH UpDOLVpV VXU G¶DXWUHV PDUTXHXUV Ge surface, considérés comme 
spécifiques du phénotype souche et/ou leucémique (CD90, CD123, CD133, ..).  
 
D'autres méthodes permettent d'isoler les cellules hématopoïétiques immatures et les CSH. Il s'agit de 
méthodes basées sur leurs propriétés intrinsèques. La majorité des CSH sont quiescentes en phase G0 
ou G1 du cycle cellulaire (Uchida et al 1997, Cheshier et al 1999). Cette propriété a permis la mise au 
point de certains colorants viWDX[ GDQV OH EXW G¶LGHQWLILHU les CSH quiescentes. La Rhodamine 123 
(Rho) est un marqueur fluorescent spécifique des membranes mitochondriales, indiquant l'activité 
métabolique cellulaire. Le Hoechst 33342 intercalant de l'ADN associé à la Pyronine Y, ainsi que la 
rétention du BRDU/EdU (Wilson et al 2008 ; Zhang et al 2003) sont utilisés comme indicateurs de 
cycle cellulaire. La majorité des CSH étant quiescentes, elles sont donc faiblement colorées par le 
Hoechst et la Rhodamine (Fleming et al 1993, Wolf et al 1993). En se basant sur la propriété des CSH 
à exclure le Hoechst, Goodell a identifié une population cellulaire de la moelle osseuse de souris, 
appelée SP (Side Population) capable de reconstituer l'hématopoïèse à long-terme (Goodell et al 
1996). La combinaison de ce phénotype SP avec d'autres marqueurs d'immaturité permet d'enrichir la 
population en CSH : les cellules murines SP/CD34-KLS reconstituent à long-terme l'hématopoïèse 
alors que les cellules SP/CD34+KLS reconstituent l'hématopoïèse à court-terme (Matsuzaki et al 
2004). Cependant, contrairement au modèle murin, la capacitpG¶H[FOXVLRQGX+RHFKVWQ¶HVW pas une 
PpWKRGH GH FKRL[ SRXU OD VpOHFWLRQ GHV&6+KXPDLQHV SDUFH TX¶HOOHV QH VRQWSDV WRXWHV FRQWHQXHV
dans la SP (Pearce et al 2007). 
 
Enfin, une autre méthode D pWp GpYHORSSpH j SDUWLU GH O¶XWLOLVDWLRQ GH O¶DOGpK\GH GpVK\GURJpQDVH
(ALDH), une enzyme cytosolique intervenant dans le métabolisme des rétinoïdes qui est responsable 
GHO¶R[\GDWLRQGHVDOGpK\GHVLQWUDFHOOXODLUHV L'ALDH est capable de dégrader les agents alkylants tels 
que le cyclophosphamide et participe ainsi à la résistance des CSH à ces toxiques (Hess et al 2004). 
Elle est active dans certaines cellules CD34+ (Kastan et al 1990) et définit une population de 




phénotype Lin- CD34+ CD38- CD133+ ALDH high SSClow, capable de reconstitution à long terme (Hess 
et al 2006).  
Il faut cependant reVWHU WUqV SUXGHQW FDU ORUV G¶XQ VWUHVV RX WRXW VLPSOHPHQW ORUV GH OD
manipulation/extraction des CSH les marqueurs phénotypiques de surface des CSH et des progéniteurs 
peuvent être perturbés. 
En conclusion de cette partie bibliographique sur la caractérisation phénotypique des CSH et  selon la 
revue de Ratajczak on peut définir les CSH de la moelle osseuse dans le système murin par les 
phénotypes : Lin- Sca-1high Thy1.1low (LSKT), Lin- Sca-1+ CD34+/- CD45+, CD150+ CD48- CD244- 
(SLAM), ALDHhigh et dans le système humain par le phénotype : Lin- CD34+ CD38-, Lin- CD34+ 
CD133+ CXCR4+, CD150+ CD48- CD244- (SLAM), ALDH high (Ratajczak 2008). 
 
2. Transformation leucémique : origine cellulaire des CSL  
&¶HVWHQ1937 que le concept de cellules souches cancéreuses est évoqué pour la première fois et 
ce dans le système hématopoïétique (Furth et Kahn 1937).  
$XGpSDUWRQSHQVDLWTXHO¶LQVWDELOLWpJpQpWLTXHHWO¶LQVWDELOLWpPLFUR-environnementale étaient toutes 
deux responsables des modifications génétiques et épigénétiques qui contribuaient à la geQqVHG¶XQH
hétérogénéité cellulaire au sein des tumeurs. Selon certains auteurs ces événements empêchaient une 
réplication fidèle et surtout la WUDQVPLVVLRQG¶XQJpQRW\SHVWable aux cellules filles, ce qui avait pour 
FRQVpTXHQFHO¶apparition de cellules tumorales. &HPRGqOHTXHO¶RQQRPPHUDVWRFKDVWLTXHSUpGLWTXH
OHV FHOOXOHV WXPRUDOHV SRVVqGHQW WRXWHV OD PrPH FDSDFLWp GH V¶DXWR-renouvellHU HW GRQF G¶LQLWLHU OD
maladie (Figure 22). 
 
Mais au fil du temps un nouveau postulat est néOHVFHOOXOHVVRXFKHVDGXOWHVSRXUUDLHQWrWUHjO¶RULJLQH
de tumeurs. Ces cellules souches auraient en effet maintenu anormalement des capacités de survie et 
G¶DXWR-renouvellement lors de leur différenciation à la suite de modifications génétiques et 
épigénétiques. Ces modifications pourraient perturber le mécanisme de différenciation et donc aboutir 
à OD IRUPDWLRQ G¶XQH SRSXODWLRQ hétérogène au sein de la tumeur ou réside une sous population 
minoritaire de cellules souches cancéreuses, H[FOXVLYHPHQW UHVSRQVDEOH GH O¶LQLWLDWLRQ HW GH OD
propagation de la maladie. On qualifiera ce modèle de hiérarchique (Figure 22). 
 
 





Figure 22: Modèle de prolifération tumorale cellulaire. A) Le modèle stochastique : les cellules tumorales 
sont hétérogènes, et chaque cellule possède la capacité de proliférer de manière extensive, pour in fine former de 
nouvelles tumeurs.  B) Le modèle hiérarchique : les cellules cancéreuses sont hétérogènes, mais seul un petit 




L'hypothèse d'une cellule souche leucémique (CSL) ou cellule initiatrice de leucémie (CIL) 
présentant des propriétés d'auto-renouvellement et donnant naissance à l'ensemble des cellules 
leucémiques apparaît dès les années 70 et évolue parallèlement à celle de la CSH (Pierce et Johnson 
1971; Potter 1978; Sell et Pierce,1994). Les premiers arguments suggérant l'existence d'une CSH chez 
l'homme onWpWpDSSRUWpVSDUO¶pWXGHGHSDthologies. En effet, en 1971, l'équipe de McCulloch observe 
que seulement 1 sur 100 à 1 sur 10000 cellules de myélome murin est capable de former des colonies 
in vitro (Park et al. 1971). L'origine clonale des cellules de LAM et de leucémie myéloïde chronique 
(LMC) renforce cette hypothèse. $WLWUHG¶H[HPSOH, la LMC présente une translocation caractéristique 
W TXL DERXWLW DX UpDUUDQJHPHQW GHV JqQHV %&5$%/ RU O¶HQVHPEOH GHV OLJQDJHV
erythroblastique, granulocytaire et lymphocytaire B sont porteurs de cette translocation, indiquant que 
le réarrangement initial a lieu dans une cellule multipotente (Raskind et Fialkow 1987) Fialkow et al 
1977; Martin et al 1980). Cette translocation a même été détectée dans des cellules endothéliales d'un 
patient atteint de LMC (Gunsiliu, et al 2000). Ces données indiqueraient que la première mutation 




aurait eu lieu dans une celluOH SOXV SULPLWLYH SHXW rWUH O¶hémangioblaste, précurseur commun 
hématopoïétique et endothélial (Streubel et al 2004). Plus récemment, la translocation MLL-AF4 a été 
détectée dans les cellules stromales mésenchymateuses de patients présentant une leucémie aiguë 
lymphoïde B MLL-AF4 + VXJJpUDQWTX¶XQSURJpQLWHXUPpVRGHUPLTXHDXUDLWpWp ODFLEOHGXSUHPLHU
évènement oncogénique (Menendez et al 2009). Mais cette observation semble se limiter à cette 
WUDQVORFDWLRQ '¶DXWUHV rapports montrent que dans 6 patients LAM sur 11, les cellules stromales 
mésenchymateuses présentaient la même anomalie chromosomique que les blastes leucémiques. (Blau 
et al 2007). A contrario des études complémentaires montrent que les cellules stromales 
mésenchymateuses présentent des aberrations chromosomiques différentes de celles du clone 
leucémique. De plus, il a été rapporté que des altérations génétiques du microenvironnement pouvaient 
conduire à un syndrôme myéloprolifératif (Walkley et al 2007 ;Raaijmakers et al 2010). La question 
TXHO¶RQSHXWVHSRVHUHVWGRQFjTXHOQLYHDXOHSUHPLHUévènement oncogénique a-t-il eu lieu ? 
 
b. CSH et/ou progéniteur : origine de la transformation leucémique 
Dans les LAM, deux hypothèses s'opposent sur l'origine de la cellule subissant les évènements 
oncogéniques. Comme les CSL possèdent la même capacité d'auto-renouvellement que les CSH, il a 
été proposé dans un premier temps que les CSL soient des CSH rendues malignes à la suite 
G¶pYqQHPHQWVWUDQVIRUPDQWV8QHGHuxième hypothèse est que les CSL proviendraient de progéniteurs, 
voire de cellules plus différenciées, ayant réacquis la capacité d'auto-renouvellement après la survenue 
de mutations. (Lane et Gilliland 2010) 
b.1 CSH 
Plusieurs résultats indiquent que les CSL sont issues de la transformation des CSH. En premier 
lieu, seules les cellules de LAM humaines CD34+ CD38- F¶HVW-à-dire immatures, sont capables 
G¶LQLWLHU OD /$0 GDQV GHV VRXULV 12'6&,' (Blair et al 1997; Bonnet et Dick 1997). Les CSL 
expriment un niveau d'expression de la télomérase identique à celui des CSH, nécessaire au maintien 
de la longueur des télomères au cours des divisions, protégeant ainsi les CSH de la sénescence 
cellulaire (Morrison et al 1996). 
0DLV O¶DUJXPHQW GH SRLGV HQ IDYHXU de la transformation des CSH est l'observation d'anomalies 
cytogénétiques spécifiques des leucémies dans l'ensemble des lignages hématopoïétiques. Par 
exemple, l'expression du gène de fusion Aml1-Eto, a été recherchée dans des patients en rémission de 
LAM (Miyamoto et al 1996; 2000). La translocation correspondante, t(8;21), a été retrouvée dans des 
cellules médullaires normales, dont des CSH. Ces observations suggèrent TXHO¶DQRPDOLHJpQpWLTXHse 
produit dans des CSH normales et que seul un petit contingent devient leucémique à la suite d'une ou 
plusieurs mutations additionnelles. De plus, des souris transgéniques pour Aml1-Eto développent une 
leucémie, mais uniquement après un traitement mutagène, montrant que la survenue de leucémie après 
ce réarrangement nécessite des mutations additionnelles (Yuan et al 2001). D'autres anomalies 




cytogénétiques des LAM ont été retrouvées à la fois dans la fraction  CD34+ CD33- CD38- et dans les 
lignages lymphoïde et érythroïde (Mehrotra et al 1995). 
Dans les LAM, il est donc probable que les premières mutations aient lieu au niveau des CSH mais 
que ces cellules présentent des mécanismes de résistance et soient capables de contrôler les effets de 
ces mutations et in fine de surmonter un état de crise. Ces mutations tolérées par les CSH sont 
WUDQVPLVHV j OHXU GHVFHQGDQFH R HOOHV YRQW SRXYRLU V¶H[SULPHU j OD VXLWH G¶autres évènements 
oncogéniques comme des mutations additionnelles, des modifications épigénétiques, au cours de la 
différenciation ou lors de modifications microenvironnementales (Passegue et al 2003; Huntly et 
Gilliland 2005).  
b.2 Progéniteurs 
$ O¶LQVWDU GHV &6+ OHV SURJpQLWHXUV pourraient être la cible G¶pYpQHPHQWs génétiques 
transformants. Des modèles murins de LAM ont permis d'étudier l'impact de l'expression de 
transgènes ou oncogènes sous le contrôle de promoteurs spécifiques dans des cellules myéloïdes 
engagées. Les oncogènes MLL-Enl ou Moz-Tif2, ont été transfectés dans des progéniteurs normaux, 
qui étaient ensuite réinjectés à des souris. L'expression de ces oncogènes restaure des capacités d'auto-
renouvellement in vitro et amplifie les capacités clonogènes. Les progéniteurs transfectés ont 
également été capables de générer une leucémie in vivo, transmissible à des receveurs secondaires 
(Cozzio et al 2003; Passegue et al 2003); Huntly et al 2004). De même l'expression du transgène PML-
5$5Į 5HWLQRLF $FLG 5HFHSWRU Į dans la fraction CD34- CD38+ induit un état pré-leucémique 
pouvant évoluer en LAM3 (Turhan et al 1995;Brown et al 1997; Jaiswal et al 2003)  
$ O¶KHXUH DFWXHOOH 3 scénari sont avancés dans la littérature pour expliquer le processus de 
leucémogénèse, basés sur les observations et les démonstrations précédentes (Jordan et Guzman 2004, 
Passegue et al 2003). Ils sont présentés dans la figure 23. 
b.3 Notion de cellules souches pré-leucémiques 
Cependant, il a été montré que le premier évènement oncogénique initiateur pouvait convertir 
une CSH ou un progéniteur en pré-CSL (Cozzio et al 2003) dans le modèle de LAM présentant 
O¶RQFRJqQHMLL, SDU OH UHFUXWHPHQW DEHUUDQW G¶enzymes modifiants les histones telles que Dot1L 
(Okada et al 2005) et Prmt1 (Cheung et al 2007) qui vont reprogrammer la cellule, de façon à lui faire 
réexprimer des propriétés de cellules souches (Krivstov et al 2006, 2008 ; Zeisig 2008). En parallèle, 
les pré-CSL ont été identifiées chez les enfants atteints de leucémie aiguë lymphoïde présentant 
O¶RQFRJqQHFKLPpULTXH7(/-AML1 qui est capable de générer un clone pré-CSL qui est converti en 
&6/DSUqV O¶DFTXLVLWLRQG¶XQpYqQHPHQWJpQpWLTXHRXpSLJpQpWLTXHVHFRQGDLre (Greaves et Wiemels 
2003, Hong et al 2008). Une étude sur la pré-CSL implique notamment GSK3ɴ au sein du processus 
de transformation (Yeung et al 2010). Nous reviendrons sur cet article dans la partie consacrée à 








Figure 23: modèle de la tumorigenèse et in extenso de la leucémogenèse : a) la CS (cellule souche) ou la 
&6+FHOOXOHVRXFKHKpPDWRSRwpWLTXHQRUPDOHHVWODFLEOHG¶XQSUHPLHUpYqQHPHQWRQFRJpQLTXHFRQGXLVDQWj
une cellule souche pré-cancéreuse (pré-leucémique) qui évolue définitivement en CSC (cellule souche 
cancéreuse) ou CSL FHOOXOH VRXFKH OHXFpPLTXH VXLWH j O¶DFTXLVLWLRQ GH PXWDWLRQV RX GH PRGLILFDWLRQV
génétiques ou épigénétiques secondaires. b) /D &6 RX OD &6+ HVW OD FLEOH GH O¶pYqQHPHQW RQFRJpQLTXH VH
différenciant ainsi en progéniteur pré-cancéreux ou en progéniteur myéloïde pré-cancéreux qui évolue 
GpILQLWLYHPHQWHQ&6&RX&6/VXLWHjO¶DFTXLVLtion de mutations secondaires. c) Le progéniteur plus mature ou 












c. Modèle du «  two hits » et modèles murins de la leucémogenèse 
La description récente des bases moléculDLUHV GHV/$0TXL V¶DSSXLH VXUdes modèles murins 
DLQVL TXH OD FDUDFWpULVDWLRQ PROpFXODLUH G¶pYqQHPHQWV FKURPRVRPLTXHV UpFXUUHQWV GDQV OHV /$0, 
suggèrent que le phénotype leucémique est conféré à la CSH ou au progéniteur hématopoïétique par 
O¶DFTXLVLWLRQG¶DX moins deux évènements mutationnels cruciaux :  
 
- Des mutations dites de classe I impliqueraient des récepteurs à activité tyrosine kinase et des 
protéines clées de la signalisation, induisant une dérégulation de la prolifération et des mécanismes de 
survie cellulaire contrôlés notamment par c-Kit, FLT3-R, PDGF-R, RAS (Rohrschneider et al 1997 ; 
Reuter et al 2000). Les récepteurs à activité tyrosine kinase, sont après activation responsables de la 
transduction du signal qui régule la prolifération, la survie et la différenciation cellulaire à travers 
O¶DFWLYDWLRQ de voies de survie et de prolifération cellulaire notamment la voie des Mitogen Activated 
Protein Kinase (MAPK) (Milella et al 2001 ; Ricciardi et al 2005), des phosphoinositide 3-kinases (PI-
3K)/ Akt (PKB), du Signal Transducer and Activator of Transcription (STAT) (Birkenkamp et al 
2001 ; Benekli et al 2002 ; Okamoto et al 2007) ou du Nuclear Factor kB (NF-kB). 
 
- Des mutations dites de classe II remanieraient des facteurs de transcription aboutissant ainsi au 
blocage de la différenciation (Chan et al 2004, Kelly et al 2002 7RPDVVRQHWDO&¶HVW le cas 
pour la plupart des translocations chromosomiques retrouvées dans les LAM (les translocations t(8;21) 
et t(15;17), les inversion du chromosome 16), les translocations multiples impliquant le gène MLL, 
ainsi que des mutations de facteurs de transcription impliqués dans la différenciation myéloïde 
&(%3Į0//*$7$-11-!
 
Enfin, plusieurs équipes ont développé différents modèles murins de LAM, pour mieux appréhender 
les acteurs responsables de la transformation leucémique. Dans le tableau 8 sont répertoriés de façon 
QRQ H[KDXVWLYH OHV PRGqOHV WUDQVJpQLTXHV PXULQV G¶LQLWLDWLRQ GH OHXFpPLH (Tableau 8). Nous 
SUHQGURQV O¶H[HPSOH de la protéine PTEN (Phosphatase and TENsine homolog),  impliquée dans 
l'auto-renouvellement des CSH qui est un régulateur négatif de la voie PI3K /Akt intervenant dans la 
survie, la prolifération et la différenciation. Dans les LAM, la voie PI3K/Akt est anormalement activée 
dans plus de 70% des cas (Grandage et al 2005). L'inactivation de PTEN dans des CSH diminue leur 
expansion à long terme et altère leur capacité de reconstitution (Zhang et al 2006). Les souris mutantes 
pour PTEN développent des désordres myéloprolifératifs. Ces effets peuvent être inversés par la 
rapamycine, un inhibiteur de la kinase mTOR située en aval d'Akt. La rapamycine rétablit 
l'hématopoïèse normale et empêche la leucémogénèse (Yilmaz et al 2006). Il semble donc que PTEN 
joue un rôle essentiel dans le maintien des CSH en contrôlant l'activation et la détermination des CSH 
tout en prévenant la leucémogénèse.  
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du microenvironnement médullaire dans la transformation leucémique, en le modifiant génétiquement, 
SDUO¶LQDFWLYDWLRQG¶XQUpJXODWHXUFHQWUDOGXF\FOHFHOOXODLUHFomme la protéine retinoblastoma (Rb), 
RXG¶XQUpJXODWHXUQpJDWLIGHODYRLHGHVLJQDOLVDWLRQ-DN67$7 (Bourdeau et al 2007 ; Wakley et al. 
2007). Nous prendrons aussi comme exemple récent, celui du complexe de transcription 
HOXa9/Meis1. La transfection du WUDQVFULW GDQV GHV FHOOXOHV VRXFKHV LVVXHV GH IRLH I°WDO GH VRXULV 
permet de générer des leucémies en particulier deux types de leucémies chez la souris, nommées 
FLA2 et FLB1. Les leucémies FLA2 se démarquent des autres par une fréquence accrue de CSL à 
long terme et une augmentation de la side population. De plus, ces CSL présentent un profil 
G¶H[SUHVVLRQ JpQLTXH DXJPHQWp SRXU certains facteurs essentiels à leur auto-renouvellement 
(jagged/Notch, Wnt), leur quiescence et leur ancrage à la matrice extracellulaire ȕ LQWpJULQH
SDF1/CXCR4) (Whilhem et al 2011).  
 




D. Microenvironnement normal et leucémique : paradis et enfer 
/HV&6+RQWEHVRLQG¶XQVXSSRUWSK\VLTXHTXLHVWXQpOpPHQWHVVHQWLHOGHOHXUUpJXODWLRQORFDOH
responsable du maintien de leur « souchitude », de leur survie, de leur résistance, de leur quiescence, 
de leur prolifération et de leur différenciation. 
Le modèle proposé par Schofield en 1978, appelé niche hématopoïétique, a pour rôle de contrôler le 
développement et la détermination des cellules souches hématopoïétiques (Schofield 1978). Ce 
microenvironnement est composé de cellules stromales qui synthétisent une matrice extracellulaire 
(Lerat et al 1993), npFHVVDLUH SRXU pWDEOLU GHV FRQWDFWV pWURLWV DYHF OHV &6+ SDU O¶LQWHUPpGLDLUH GH
PROpFXOHV G¶DGKpUHQFH (de type intégrines) (Papayannopoulou et al 1995), de facteurs solubles 
(cytokines et chimiokines) (Coulombel et al 1983; Rafii et al 1995; Mohle et al 1997; Li et al 2000). 
Les prRSULpWpVGHV&6+VHPEOHQWrWUHOHUHIOHWGHO¶LQIOXHQFHGHVGLIIpUHQWHVQLFKHVTXLVXSSRUWHQWOHXU
développement et/ou leur différenciation ainsi que leurs caractéristiques intrinsèques. Cependant tout 
comme les signaux envoyés par la niche hématopoïétique vont modeler le comportement des CSH, ces 
dernières sont à leur tour capables d'influencer le comportement des cellules stromales, en modulant 
leur sécUpWLRQGHPROpFXOHVVROXEOHVRXOHXUPpWDEROLVPH&¶HVWSRXUTXRLODGpILQLWLRQIRQFWLRQQHOOHGH
la niche hématopoïétique doit inclure les cellules stromales et leur matrice extracellulaire mais aussi 
les CSH. Nous montrerons également que le rôle du microenvironnement médullaire dans les LAM est 
finalement encore assez mal connu. 
1. Notion de niche hématopoïétique  
a. Découverte 
C'est dans les années 1970 que Friedenstein émet l'hypothèse d'un rôle du microenvironnement 
dans la régulation de l'hématopoïèse. En effet, dans des cultures primaires de moelle osseuse de 
cobaye, des colonies de cellules adhérentes d'apparence fibroblastique appelées CFU-F (Colony 
Forming Unit-Fibroblast) étaient capables après implantation sous la capsule rénale d'un animal 
receveur de donner naissance à fois à du tissu fibreux et de la moelle osseuse. De façon intéressante 
l'analyse chimérique révéla que les cellules hématopoïétiques retrouvées dans la moelle osseuse 
provenaient du receveur. Ces données suggéraient fortement que des colonies fibroblastiques issues du 
donneur pouvaient recruter des CSH du receveur et induire leur développement (Friedenstein et al 
1970). Les expériences de Till et Mac Culloch chez la souris, que nous avons décrites précédemment, 
IXUHQW QpDQPRLQV OHV SUHPLHUV WUDYDX[ j VRXOHYHU O¶H[LVWHQFH d'un microenvironnement spécifique 
contrôlant l'hématopoïèse (Till et Mc Culloch 1961). 'qV ORUVG¶DXWUHV WUDYDX[Q¶RQWHXGHFHVVHGH
conforter cette hypothèse, notamment les expériences de Wolf et Trentin qui démontrent de façon 
élégante que le microenvironnement splénique favoriserait l'érythropoïèse tandis que le 
microenvironnement médullaire favoriserait la granulopoïèse. En effet, après la greffe de fragments 





montra que ces derniers étaient constitués d'érythrocytes du côté de la rate et de granulocytes dans le 
tissu médullaire (Wolf et Trentin 1968).  
Plus récemment, il est DSSDUXTXHOHV&6+QHVRQWSDVOHVVHXOHVFHOOXOHVjDYRLUEHVRLQG¶XQHQLFKH
spécialisée dans la moelle osseuse pour réguler leur maintenance, leur développement et leur activité 
biologique, car cela a été démontré pour les mégakaryocytes et les lymphocytes T et B (Nagasawa et 
al 2006 ; Garett et Emerson 2009 ; Huang et Cantor 2009; Tokoyoda et al 2010).  
 




également dans les os longs (fémur, tibia). La structure des sites hématopoïétiques médullaires peut 
être déterminée grâFHjGHVELRSVLHVRVVHXVHVUpDOLVpHVDXQLYHDXGHVFUrWHVLOLDTXHV/¶pWXGHGHFHV
biopsies montre que les cellules hématopoïétiques sont localisées dans des logettes situées dans les 
trabécules osseux. Ces logettes sont égalemenWFRQVWLWXpHVG¶DGLSRF\WHV de cellules endostéales, ainsi 
que de structures vasculaires tels que des artérioles, capillaires, sinus et veinules (Burckardt 1971). Les 
cellules vasculaires comportent les cellules endothéliales qui limitent la lumière vasculaire et les 
cellules abluminales qui regroupent les cellules vasculaires musculaires lisses, péricytes péricapillaires 
et cellules myoïdes parasinusales et intrabéculaires. Les cellules myoïdes présentent des 
prolongements cytoplasmiques, permettant une association physique et étroite avec les cellules 
hématopoïétiques (Galmiche et al 1993). Les cellules abluminales sont des cellules de type 
fibroblastique qui sont importantes pour le soXWLHQGH O¶KpPDWRSRwqVH. Les cellules endothéliales qui 
bordent les sinus veineux forment une barrière entre la logette hématopoïétique et le sang 
périphérique. Elles jouent un rôle crucial dans les échanges cellulaires entre la niche hématopoïétique 
et la circulation sanguine, que ce soit par la mise en circulation des cellules hématopoïétiques matures 
ou la domiciliation médullaire des CSH (Tavassoli et Hardy 1990). Il existe donc deux types de niche 
hématopoïétique dans la moelle osseuse, la niche endostéale et la niche vasculaire, qui diffèrent par 
leur composition et leur rôle dans le soutien de l'hématopoïèse. (Figure 23) 
 





Figure 24: Biopsie médullaire et structure de la moelle osseuse 
Adapté du site National Institutes of Health 
 
La distribution spatiale des différentes populations de cellules hématopoïétiques au sein de ces niches 
a été notamment mise en évidence par le suivi de cellules hématopoïétiques matures Lin+, des 
progéniteurs Lin- et des CSH Lin-Rh123- marqués au carboxyfluorescein diacetate succidimidyl ester 
(CSFE); puis injectés par voie intraveineuse dans des souris non irradiées. Ces dernières ne sont pas 
irradiées pour éviter toute altération du microenvironnement (Nilsson et al 1997;2001). Cette 
expérience révèle que la localisation des cellules hématopoïétiques résulte d'une migration/rétention 
spécifique, hiérarchique et contrôlée dans le temps dans les sites médullaires. En effet, dans les 
premiers temps, les cellules se localisent rapidement dans les régions centrales de la moelle osseuse 
puis, dans un deuxième temps, elles migrent vers les régions endostéales, enfin, les CSH sont retenues 
dans la région endostéale alors que les progéniteurs et les cellules plus matures migrent de nouveau 
vers la région centrale de la cavité osseuse et les vaisseaux sanguins au fur et à mesure de leur 
maturation (Gong et al 1978; Nilsson et al 1997, 2001). Grâce à cette observation, le modèle de la 
division asymétrique dans lequel la descendance des CSH s'éloigne de la niche mère au cours des 
divisions pour aller vers un environnement plus permissif à la différenciation, prend tout son sens 
(Spradling et al 2001).  
 
De récents travaux non publiés ont permis de réviser la structure de la moelle osseuse et la localisation 
des CSH grâce à la mise au point GH QRXYHDX[ SURFpGpV G¶LPDJHULH RSWLTXH FRPELQpV j GH OD
microscopie intravitale non invasive de la moelle osseuse vivante. La bioluminescence permet de 




suivre de façon quantitative et non invasive la prolifération systémique des cellules et la fluorescence 
macroscopique fournit des informations structurales et physiologiques (vascularisation, taux 
G¶R[\JqQH. La microscopie intravitale du calvarium (os plat) et de certains os longs au niveau de 
leur région trabéculaire (épiphyse, métaphyse et diaphyse) par confocal/multiphoton permet 
G¶REVHUYHU OHV FHOOXOHV GH OD PRHOOH RVVHXVH LQWDFWH in vivo HW G¶DQDO\VHU OHV LQWHUDFWLRQV DYHF OHXU
microenvironnement 
Il est rapporté dans cette étude que la moelle osseuse est un organe hypervascularisé, 10 fois plus 
perfusé que la rate, sans zonHG¶K\SR[LH FKURQLTXH, contrairement à ce qui est décrit classiquement 
dans la littérature. De plus, il semble que les CSH soient réparties de façon homogène à travers le 
squelette. Ces travaux soulignent aussi que les niches ostéoblastiques sont périvasculaires, quelle que 
soit leur localisation dans le squelette. (thèse de François Lassailly: Multimodal imaging technologies 
for identification and characterization of mouse and human hematopoietic stem cell niches in health 
and disease, soutenue le 2 septembre 2010, confidentiel). Il est à noter que ces technologies sont 
maintenant exploitées pour analyser le comportement des cellules leucémiques humaines in vivo et 
leur impact sur le microenvironnement. 
 
2. La Niche endostéale ou ostéoblastique  
Nous focaliserons notre étude bibliographique sur les types de cellules stromales susceptibles 
G¶LQWHUDJLU DYHF OHV LQWpJULQHVGHV&6+RXG¶LQIOXHQFHU OHXU HQJDJHPHQW DGKpVLIvia la sécrétion de 
matrice extracellulaire.  
 
 a. Les ostéoblastes 
La région endostéale de la moelle osseuse, enrichie en CSH, est bordée par des ostéoblastes, 
connus pour produire des facteurs de croissance hématopoïétiques et soutenir l'hématopoïèse in vitro 
(Taichman et Emerson 1994; Taichman et al 1996, 2001). Les ostéoblastes sont issus de la 
GLIIpUHQFLDWLRQG¶XQHcellule stromale mésenchymateuse et jouent un rôle crucial dans le contrôle de la 
survie et de la mise en quiescence des CSH, via la sécrétion de cytokines pouvant les activer (GM-
CSF, G-CSF, IL-ȕ ,/-6 /HXNHPLD ,QKLELWRU\ )DFWRU /,) 7XPRU 1HFURVLV )DFWRU Į 71)Į
Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)) ou les inhiber (Tumor Growth Factor 7*)ȕ. Les 
ostéoblastes synthétisent également de l'ostéopontine, protéine matricielle indispensable à la régulation 
de l'adhésion des CSH (Nilsson et al 2005) (Figure 25). 
 





Figure 25: Représentation de la niche endostéale et interaction entre les ostéoblastes et les CSH. 
Adapté de Yin et Li 2006 
 
De plus il semble TX¶au cours de leur différenciation, les ostéoblastes immatures de phénotype CD45- 
N-cadhérine+ en forme de fuseau, nommés pré-ostéoblastes aient une importance majeure au sein de la 
niche hématopoïétique. Il a été montré que l'inactivation du gène codant pour  le récepteur de type IA 
à la BMP (Bone Morphogenic Protein), BMPRIA, induit une augmentation du nombre des LT-HSC 
concomitante à une augmentation locale des pré-ostéoblastes "Spindle-shaped" N-cadherine+ CD45- 
ou SNO (Zhang et al 2003) avec pour conséquence morphologique un épaississement trabéculaire. Les 
CSH adhèrent aux SNO, via des jRQFWLRQVG¶DGKpUHQFHFRPSRUWDQW la N-cadhérine (Zhang et al 2003). 
Des expériences de surexpression du récepteur (PPR) à l'hormone para-thyroïdienne (PTH), régulateur 
positif de la différenciation et de la prolifération des ostéoblastes conduisent aux mêmes 




obsvervations. La PTH est une hormone dont les récepteurs sont présents aussi bien sur les CSH, que 
sur les ostéoblastes. Des études ont montré que la PTH sWLPXODLWO¶KpPDWRSRwqVHFDUO¶LQMHFWLRQG¶XQ
analogue de la PTH augmente la taille du pool de CSH chez la souris (Whitfield 2005). En effet, les 
ostéoblastes stimulés par PPR prolifèrent et synthétisent un fort taux du ligand Notch, Jagged 1. Cette 
activation de la voie Notch in vivo VXSSRUWH DORUV O¶DXJPHQWDWLRQ du nombre de CSH (Kaiser et al 
2001 ; Calvi et al 2003) notamment en cas de stress, HQIDYRULVDQWO¶H[SUHVVLRQGHOD1-cadhérine et 
des intégrines par les cellules ostéoblastiques. Indirectement, il a été montré que le Ca2+ extracellulaire 
pouvait influencer le taux de PTH et donc fortement moduler les fonctions des ostéoblastes et des 
CSH. Une forte concentration en Ca2+ est indispensable pour le maintien du pool des CSH au niveau 
de la niche endostéale et pour leur activité de reconstitution à long terme (Adams et al 2006). 
L'importance des ostéoblastes dans l'hématopoïèse a été montrée également grâce au développement 
d'un modèle de souris transgéniques qui expriment le gène de la thymidine kinase du virus de l'herpès 
simplex (HSV-WN VRXV OHFRQWU{OHGXSURPRWHXUGXFROODJqQHĮGH W\SH , JqQH H[SULPpGH IDoRQ
prédominante dans les ostéoblastes (Visnjic et al 2004). Le traitement des souris transgéniques au 
ganciclovir détruit spécifiquement les ostéoblastes entraînant la perte progressive de l'os et la 
diminution dans la moelle osseuse des progéniteurs lymphoïdes B, erythroïdes et mixtes, alors que se 
développe une hématopoièse extra-médullaire. L'arrêt du traitement par le ganciclovir entraîne la 
réapparition des ostéoblastes, la restauration de l'hématopoïèse médullaire et la diminution de 
l'hématopoïèse extra-médullaire. 
 
Les interactions entre CSH et niche ostéoblastique impliquent nécessairement des molécules 
d'adhésion intercellulaire comme la N-cadhérine et les intégrines. Les N-cadhérines forment des 
complexes homotypiques localisés à l'interface entre les CSH et les ostéoblastes, essentiels dans 
l'ancrage des CSH (Zhang et al 2003). Les intégrines hématopoïétiques ĮȕHWĮȕGRQWOHVOLJDQGV
respectifs VCAM-1 et ICAM-1 sont exprimés sur les ostéoblastes, jouent aussi un rôle dans ce 
processus d'ancrage. Les LQWpJULQHVȕ, ĮȕHWĮȕ, peuvent aussi se lier aux protéines matricielles 
telles que la fibronectine (Fn), l'ostéopontine et l'acide hyaluronique (AH), abondantes dans cette 
région. Nous reviendrons de façon plus détaillée sur les intégrines ɴ1 dans la partie sur les intégrines 
(Page 109). Une autre molécule membranaire, le CD44, peut également fixer l'ostéopontine libérée par 
les ostéoblastes, renforçant ainsi O
DGKpVLRQGHV&6+(QILQODSURGXFWLRQORFDOHG¶XQJUDGLHQW SDF-1/!
CXCL12 permet de retenir les CSH exprimant le récepteur CXCR4 au voisinage des ostéoblastes par 
chimiotactisme. LD UpJXODWLRQ GH O¶H[SUHVVLRQ GH PROpFXOHV DGKpVLYHV G¶DQFUDJH GHV &6+ VXU OHV
ostéoblastes semble donc cruciale. En effet, lH PRGqOH SURSRVp SDU :LOVRQ LQGLTXH TX¶XQH forte 
activation de c-0\FGDQVOHV&6+LQGXLWXQHGLPLQXWLRQG¶H[SUHVVLRQdes N-cadhérines et intégrines 
ɴ1, entraînant une sortie de niche des CSH (Wilson et al 2004).  
 




'HSOXVXQHLPSOLFDWLRQGXV\VWqPHDGUpQHUJLTXHDpWpLGHQWLILpHGDQVO¶DOWpUDWLRQGe la fonction des 
ostéoblastes, réduisant la production de CXCL12 et conduisant ainsi à la libération des cellules 
souches dans la circulation (Katayama et al 2006). De façon intéressante, plusieurs travaux antérieurs 
avaient démontré le rôle critique du G-&6) GDQV O¶LQKLELWLRQ GHV IRQFWLRQV RVWpREODVWLTXHV HW OD
mobilisation des CSH. Le travail de Katayama PRQWUH GH IDoRQ pOpJDQWH TXH O¶DFWLRQ GX *-CSF 
pourrait intervenir en aval de la régulation des neurones noradrénergiques (Katayama et al 2006). 
Enfin, la co-transplantation des ostéoblastes avec des CSH augmente la prise de greffe (El-Badri et al 
1999) 
L'ensemble de ces résultats indique que les ostéoblastes sont une composante importante de la niche 
des CSH ,  importants pour leur domiciliation et leur maintien en quiescence (Adams et al 2006).  
b. Les cellules stromales mésenchymateuses (CSM) 
Les CSM, anciennement nommées cellules souches mésenchymateuses, donnent naissance aux 
cellules stromales du microenvironnement. Leur multipotence permet leur différenciation adipocytaire, 
chondrocytaire ou ostéoblastique (Gentili et al 1993; Bennett et al 1991; Pittenger et al 1999 Dennis et 
Charbord  2002). Les CSM peuvent aussi donner naissance à des cellules endothéliales, des cellules 
musculaires et des cellules fibroblastiques. Les péricytes sont considérés actuellement comme 
O¶RULJLQHFHOOXODLUHGHV&60(QHIIHWLODpWpGpFULWO¶H[LVWHQFHGHFHOOXOHVH[SULPDQW0&$0&'6 
dans la zone subendothéliale/périvasculaire de la moelle osseuse qui présentaient les mêmes propriétés 
que les CSM ayant les capacités de créer une niche hétérotopique in vivo après transplantation dans un 
receveur immunodéprimé. (Sacchetti et al 2007). Une étude phénotypique révéla que ces cellules 
étaient des péricytes (Bergers et Song 2005) capables de donner les différents lignages issus des CSM 
in vitro. (Kalajzic et al 2008 ; Zannettino et al 2008). Un autre type cellulaire de la zone périvasculaire, 
les CAR (CXCL-12 abundant reticular cell), a été proposé comme le type cellulaire principal en 
charge de la construction de la niche (Sugiyama et al 2006) au cours du développement tout comme 
les CSM et les péricytes.  
 
Un phénotype minimal a été établi : les CSM sont positives pour le CD44, CD73, CD90 et CD105 et 
négatives pour le CD45, CD34, CD31 et CD14 (Pittenger et Martin 2004). Cependant iOV¶DJLWG¶XQH
population cellulaire très hétérogène avec des capacités de prolifération et de différenciation variables 
(Colter et al 2001).  
 
Les CSM VpFUqWHQW GHV IDFWHXUV VROXEOHV IDYRULVDQW OD VXUYLH HW O¶DXWR-renouvellement des CSH tels 
TXHOH6&)/,)6')7*)ȕ)OW%03HW:QW%$HW%RXSUR-GLIIpUHQFLDQWFRPPHO¶,/-1, 
IL-6, IL-7, IL-8, IL-11, IL-12, IL-14 ; IL-15, G-CSF et GM-CSF) (Majumdar et al 1998). 
!




Sur un plan médical, les CSM apparaissent particulièrement intéressantes par leur capacité de 
différenciation multiple pour la thérapie cellulaire, notamment pour améliorer les prises de greffes. De 
plus, les CSM présentent des propriétés immunosuppressives. Une étude clinique portant sur 30 
patients atteints d'hémopathies malignes a confirmé que la greffe combinée de CSM et de CSH 
allogéniques diminue en nombre et en intensité les réactions de GvHD aiguës, c'est-à-dire la réaction 
du gUHIIRQFRQWUHO¶K|WH (Koc et Lazarus 2001) Ringden et al 2006). 
Malgré ces aspects bénéfiques, l'utilisation thérapeutique des CSM pourrait être limitée à cause des 
risques de transformation. En effet, des CSM humaines de moelle osseuse en culture après 4 à 5 mois 
subissent une transformation spontanée (Rubio et al 2005) tandis que des CSM de souris évoluent en 
sarcome après seulement quelques passages en culture in vitro (Tolar et al 2007) et in vivo (Miura et al 
2006).  
 
d. Les cellules du système immunitaire  
Les cellules du système immunitaire de la niche médullaire regroupent une majorité de 
macrophages, de lymphocytes T et de neutrophiles, capables de réguler plusieurs fonctions des CSH. 
Les Natural Killer, émergent comme la première population nécessaire au développement de 
O¶KpPDWRSRLqVHjODIRLVGDQVGHVFRQGLWLRQVGHUHSRVHWG¶LPPXQRUpDFWLRQ (Kotsianidis et al 2006). 
De plus, les progéniteurs hématopoïétiques expriment à leur surface des Toll-like receptor (TLR) 
(Nagai et al 2006). Ces récepteurs sont responsables de la reconnaissance de produits bactériens et 
viraux. Or, en présence d¶XQOLJDQGGHV7/5HWHQO¶DEVence de facteur différenciant, les progéniteurs 
myéloïdes vont se différencier en macrophages et/ou monocytes, et les progéniteurs lymphoïdes en 
FHOOXOHV GHQGULWLTXHV LQGLTXDQW GRQF TXH O¶DFWLYDWLRQ GHV 7/5 HVW VXIILVDQWH SRXU HQJHQGUHU OD
différenciation hématopoïétique, afin de renforcer les défenses immunes de O¶RUJDQLVPH1DJDLHWDO
2006). 5DSSHORQV TXH *6.ȕ HVW impliquée dans les processus inflammatoires, régulant 
différentiellement la production de cytokines pro- et anti-LQIODPPDWRLUHVLQGXLWHHQDYDOGHO¶DFWLYDWLRQ
des TLR (Martin et al 2005) et également impliquée GDQVODUpJXODWLRQGHO¶H[SUHVVLRQGHVOLJDQGVGHV
récepteurs des Natural Killer. 
 
'¶DXWUHSDUWOHVFHOOXOHVLPPXQLWDLUHVSHXYHQWHQWUDvQHUODPLJUDWLRQGHV&6+$LQVLTXDQGOHV&60
sécrètent du G-CSF, les neutrophiles en réponse libèrent des enzymes protéolytiques, telles que 
O¶pODVWDVH OD FDWKHSVLQH * les MMP- HW  FH TXL SURYRTXH O¶LQDFWLYDWLRQ GH 6')-1 et donc par 
conséquent la mobilisation des CSH (McQuibban  et al 2001). Enfin, certaines cellules immunes sont 
capables de provoquer la maturation de certaines cellules hématopoïétiques. Les macrophages 
interagissent avec les érythroblastes pour la formation des ilôts érythroblastiques, lieux de 
O¶pU\WKropoïèse (Chasis 2006). Les macrophages résidants de la région endostéale sont aussi impliqués 
dans la rétention des CSH dans la moelle osseuse.  




3. La niche vasculaire 
La notion d'une niche vasculaire est plus récente. Elle est constituée de cellules endothéliales et 
de cellules vasculaires musculaires lisses. La niche vasculaire favorise la prolifération et la 
différenciation des cellules et des hématopoïétiques tandis que la niche ostéoblastique maintient la 
quiescence des CSH (Kopp et al 2005). Cependant, la niche vasculaire a été décrite récemment comme 
un lieu de stockage à long terme de CSH quiescentes (Kiel et al 2005). La niche vasculaire contient 
pJDOHPHQWGHVFHOOXOHV&$5TXLH[LVWHQWpJDOHPHQWGDQVO¶HQGRVWHXPFHTXLLQGLTXHODPLVHHQSODFH
G¶XQ dialogue entre les deux niches. 
 
Les cellules vaculaires musculaires lisses participent DX VRXWLHQ GH O¶KpPDWRSRwqVH in vivo (Li et al 
1997) &¶HVW XQH SRSXODWLRQ G
DSSDUHQFH ILEUREODVWLTXH (Friedenstein et al 1974) présentant des 
marqueurs de la voie de différenciation vasculaire musculaire lisse. Ces cellules sont aussi appelées 
myofibroblastes et expriment des protéines contractiles WHOOHV TXH O
DFWLQH Į GXPXVFOH OLVVH DFWLQH
Į60 OD FDOSRQLQH HW OHV FKDvQHV ORXUGHV GH ODP\RVLQH (Charbord et al 1999). Elles expriment de 
QRPEUHXVHVPROpFXOHV G
DGKpUHQFH WHOOHV TXH OHV LQWpJULQHV ȕ RX OH &' VXJJqUDQW de multiples 
interactions avec d'autres cellules ou des constituants de la matrice. Les myofibroblastes synthétisent 
un grand nombre de protéines de la matrice extracellulaire comme la vimentine, la fibronectine, les 
ODPLQLQHV ȕ HW ȕ OHV FROODJqQHV , ,,, HW ,9 OD WHQDVFLQH OD WKURPERVSRQGLQH HW GHV
glycosaminoglycanes (héparane, chondoïtine sulfate, AH).   
 
Un contact direct des cellules endothéliales avec les CSH ne semble pas indispensable et leurs effets 
SHXYHQW V¶H[SOLTXHU SULQFLSDOHPHQW SDU OD OLEpUDWLRQ GHPROpFXOHV VWLPXODWULFHV WHOOHV TXH O¶,/-6, le 
GM-CSF ou le SCF, notamment après stimulation par des facteurs pro-inflammatoires (Li et al 2000)-! 
Le rôle premier des cellules endothéliales est de réguler le passage des cellules hématopoïétiques entre 
le sang et le compartiment médullaire. Les cellules endothéliales médullaires humaines sont 
caractérisées par l'expression du CD31, du CD34 et du facteur de Von Willebrand et par la présence de 
corps de Weibel-Palade (Schweitzer et al 1995). Les vaisseaux médullaires sont des sinus de petite 
taille constitués par les cellules endothéliales et les cellules vasculaires musculaires lisses, au niveau 
desquels la membrane basale est discontinue. La libération des CSH dans la circulation se ferait de 
manière trans-endothéliale à travers la formation de pores dans les cellules endothéliales, notamment 
lors de leur mobilisation dans le sang en cas de stress ou de leur domiciliation dans la moelle osseuse. 
Ce passage V¶RSqUH JUkFH j OD SUpVHQFH GH PROpFXOHV G¶DGKpUHQFHV LQGXLWHV VSpFLILTXHPHQW VXU
O¶HQGRWKpOLXPPpGXOODLUH3RXUOHV cellules plus matures tels que les polynucléaires ou les monocytes,  
en cas d'inflammation, LO V¶DJLUDLW SOXW{W G¶XQ SDVVDJH LQWHU-endothélial, appelé diapédèse (Weiss et 
Geduldig 1991; Domenech et Charbord 2006;). 






Figure 26 : La niche vasculaire. En conditions physiologiques normales les CSH résident à la fois dans la niche 
endostéale mais aussi dans la niche vasculaire. La niche ostéoblastique permet la maintenance des CSH dans un 
état quiescent, au contraire de la niche vasculaire qui facilite leur migration transendothéliale durant la 
mobilisation vers ou hors de la circulation sanguine, induisant à terme leur prolifération et leur différenciation. 
Le recrutement des CSH vers la niche vasculaire est sous le contrôle de FGF-4 et SDF-1 sécrétés par les cellules 
endothéliales ; la concentration en oxygène est également un facteur intervenant dans la mobilisation et la 
différenciation. En condition de stress, SDF-1 et VEGF activent MMP9 qui permet le clivage du Kit ligand 
UHVSRQVDEOHGHO¶HQWUpHHQF\FOHGHV&6+Tuiescentes, de leur migration vers la niche vasculaire. 
Adapté de Yin et Li 2006 .  
 
Les cellules endothéliales médullaires orientent la migration des cellules notamment en libérant 
certaines chimiokines, en particulier SDF-1 (Figure 26). Les chimiokines doivent être liées et 
LPPRELOLVpHV VXU OD VXUIDFH GH O¶HQGRWKpOLXP SRXU SRXYRLU H[HUFHU OHXU fonction (Middleton et al 
2002). /HVPROpFXOHVLPSOLTXpHVGDQVODIL[DWLRQGHVFKLPLRNLQHVjODVXUIDFHGHO¶HQGRWKpOLXPVRQW
les glycosaminoglycanes (GAGs), et plus particulièrement les héparanes sulfates (Kuschert et al 
1999).  SDF-1, mais aussi le Platelet Factor-4 peuvent ainsi être présentés par les GAGs aux cellules 
hématopoïétiques (Stringer et Gallagher 1997; Netelenbos et al 2003). Les cellules endothéliales 
sécrètent aussi des facteurs de croissance de la famille des Fibroblast Growth Factors (FGF). Les CSH 
expriment les récepteurs aux FGF, FGFR-1, 2 et 3 et le FGF stimule in vitro l'auto-renouvellement et 
la prolifération des CSH (de Haan et al 2003). Un gradient décroissant de FGF4, de la niche vasculaire 
vers la niche endostéale, expliquerait le recrutement de progéniteurs (Kopp et al 2005). Par exemple 




les progéniteurs mégacaryocytaires qui, sous l'effet GH )*) H[SULPHQW SOXV O¶LQWpJULQH  ɲ4ɴ1 et 
adhèrent mieux aux cellules endothéliales (Avecilla et al 2004). 
Il apparaît aussi que les CSH peuvent réguler leur niche : le Kit-Ligand contrôle la sécrétion de VEGF 
des cellules LSK ce qui permet la translocation du facteur Jagged 2 cytoplasmique à la membrane des 
cellules endothéliales, ayant pour conséquence une augmentation de la prolifération des CSH. (Jung et 
al 2008) 
 
4. Les composants moléculaires du microenvironnement 
Les composantes cellulaires des niches, expriment ou sécrètent à leur surface un très grand 
nombre de facteurs qui constituent le microenvironnement moléculaire. Ces protéines insolubles 
regroupent notamment les protéines constituant la matrice extracellulaire, les molécules d'adhérence et 
les enzymes matricielles tandis que les médiateurs solubles peuvent être de deux types: les facteurs de 
croissance (ou cytokines) et les chimiokines. Les modèles in vitro et l'utilisation de modèles animaux  
ont permis de mettre en évidence ces facteurs de régulation de l'hématopoïèse et ainsi de décrypter la 
communication entre le stroma et les cellules hématopoïétiques. La nature, la quantité et la 




ici les glycoprotéines de la matrice extracellulaire, les sélectines, la super-famille des 
Immunoglobulines, le CD44 et les sialomucines et nous porterons un intéret particulier aux intégrines 
que nous retrouvons impliquées dans nos travaux. 
a.1 Les glycoprotéines de la matrice extracellulaire 
La fibronectine (Fn), les collagènes, les laminines, la thrombospondine, l'ostéopontine et les 
glycosaminoglycanes (GAG) sont les constituants principaux de la MEC. Ces molécules favorisent 
l'adhérence des CSH et régulent la concentration locale de chimiokines et de cytokines (Long et al 
1992) (Hines et al 2007). Les caractéristiques de ces molécules ainsi que leurs fonctions dans la 
régulation des CSH sont listées dans le tableau 9. 
 
 






Tableau 9: Principales glycoprotéines de la matrice extracellulaire et leurs fonctions sur les CSH. 
Adapté de Hines et al 2007 
 
Enfin, la MEC contient aussi de la tenascine-C et de la vitronectine, protéines souvent présentes 





Molécule Ligands Caractéristiques principales et Fonctions sur les CSH Références
Fibronectine
ĮȕĮȕĮYȕ
tensine,                                               
CD44,                                                 
RHAMM,                           
syndecan,             
thrombospondine
*75-120 kDa, expression ubiquitaire,                                                
*composante majeure de la matrice extracellulaire,                                     
*synthétisée par les cellules endothéliales et les fibroblastes         
*stimule la prolifération des progéniteurs hématopoïétiques           
*stimule les capacités de repopulation des CSH humaines et murines 
in vivo  dans des souris NOD-SCID                                                                                                                                                                                        
*potentialise l'effet de SDF1 en présentant cette chmiokine aux 
cellules portant le récepteur CXCR4                                                                 
*améliore la prise de greffe via l'augmentation de l'intégrine ɲϰɴϭ
Verfaillie et al 1991       
Oostendorp et Domer 1997  
Schofield et al 1998                    
Van der Loo et al 1998          
Yokota et al 1998
Pelletier et al 2000                      
Sagar et al 2006




*collagène de type I permet l'adhésion des progéniteurs myéloïdes 
(granulocytaires et érythrocytaires)                                                        
*sécrétés par les cellules stromales                                                           
*permet l'orgnaisation de la couche cellulaire adhérentes                       
*stimule la production de progéniteurs hématopoïétiques                    
*impliqués dans la migration et le chimiotactisme
Zuckerman et al 1985            
Cicuttini et al 1992                 
Koenigsmann et al 1992       
Rocklein et Torok-Storb 1995
Laminine
syndecan                                          
ĮȕĮȕĮȕĮȕĮȕ
ĮȕĮȕĮYȕ
nidogen, dystroglycan, agrine, 
tubuline-1, fibronectine, 
héparine,                          
collagène IV                       
facteurs de croissance                                                                
*850kDa, constituée de 3  chaînes polypeptidiques reliées entre elles                                                                                                                       
*impliqués dans la migration trans-endothéliale                                      
*stimule la prolifération des CSH murines                                                 
*améliore la prise de greffe                                                                          
LVRIRUPHVȖȕHWȕ
*favorisent  l'adhérence des cellules CD34+ et des cellules matures qui 
H[SULPHQWĮȕHWĮȕ
Liesveld et al 1991                     
Liesveld et al 1993                                
Gu et al 2003                               




CD91, CD36, CD47,     
fibrinogène, plasminogène, 
fibronectine, héparine, 
urokinase, HSPG, syndecans, 
décorine, élastase, cathepsine, 
calréticuline
*450kDa, constituée de 3 sous-unités identiques                                   
*synthétisée par les plaquettes, les endothéliales et les fibroblastes  
*impliquée dans la prolifération, l'invasion, l'imflammation,                                                                                                                              
*pas de fonction connue  sur la régulation des CSH                              
*plusieurs domaines identifiéspermettant l'adhésion aux récepteurs de 
surface des progéniteurs hématopoïétiques ou aux éléments de la 
matric extracellulaire comme la fibronectine et les 
glycosaminoglycanes.                                                                                                    
*sa forme souluble induit la dé-adhésion
Long et al 1992
GAG, chaînes 
polysaccharides
CD44, CD54 ou CD128, 
RHAMM,                                  
Inter ɲ inhibiteur,                     
CD38,                                          
Toll like récepteur,                  
aggrecan,                                    
heparan sulfate,                           
6')0,3Į6&)71)Į
*produites par le stroma,                                                                                    
*représentées par l'acide hyaluronique, la chondroïde sulfate, 
l'héparan sulfate                                                                                                      
*impliquées dans la concentration des facteurs de croissance             
*acide hyaluronique important pour les CSH primitives qui le 
synthétisent :                                                                                            
*participe à leur établissement dans la niche endostéale                            
*présent dans la niche vasculaire                                                          
*régulateur négatif de leur prolifération                                                    
*impliquées dans les processus inflammatoires, d'extravasasion
Liesveld et al 1991                     
Siczkowski et al 1992                   
Fraser et al 1997                   
Nilsson et al 2003
Ostéopontine
CD44, variant v6 et v7                    
ĮȕĮȕĮȕĮȕĮYȕ
ĮYȕĮYȕĮYȕĮȕ
Ca2+                                                   
fibronectine, collagène,                  
pro-MMP3
*glycoprotéine phosphorylée acide,                                                         
*exprimée par les ostéoblastes                                                                          
*présente uniquement dans la niche endostéale                                     
*régulateur négatif de la prolifération des CSH                                                        
*intervient dans l'ancrage et la quiescence des CSH dans la niche,     
*impliquée dans le chimiotactisme et l'homéostasie osseuse
Bayless et al 1998             
Denhardt et al 2001                    
Nilsson et al 2005        
Glycoprotéines de la matrice extracellulaire




a.2 Les intégrines  
Les intégrines sont des molécules de la surface cellulaire, qui initient de nombreuses voies de 
signalisation en aval, ce qui les implique donc dans de nombreuses fonctions cellulaires, telles que la 
survie, la prolifération, la différenciation et la migration, que ce soit dans un contexte physiologique 
ou pathologique. En effet, dans différents types de cellules tumorales, la fonction et la régulation de 
ces molécules sont en partie perturbées, et ainsi pourraient contribuer à la transformation tumorale et à 
O¶DFTXLVLWLRQ GH OD UpVLVWDQFe aux différents agents de chimiothérapie. Les intégrines sont des 
molécules majeures en thérapie anti-FDQFpUHXVHSXLVTX¶HOOHVSHUPHWWHQWGHFLEOHUODVXUYLHWXPRUDOH 
Ce sont des molécules hétérodimériques TXLVRQWFRPSRVpHVG¶XQHVRXV-XQLWpĮHWG¶XQHVRXV-XQLWpȕ
associées de manière non covalente. Il existe au moins 8 sous-unités E et 18 sous-unités D, pour 
IRUPHUKpWpURGLPqUHVĮȕ/¶DVVRFLDWLRQSDUWLFXOLqUHGHVGLIIpUHQWHVVRXV-unités D et E détermine la 
VSpFLILFLWp GH O¶LQWpJULQH SRXU VRQ OLJDQG HW VD fonction (Hynes 2002 ; Schwartz et Ginsberg 2002 ; 
Watt 2002). Chaque sous-XQLWpG¶LQWpJULQHG¶XQSRLGVPROpFXODLUHDYRLVLQDQWOHVN'DDXQ grand 
domaine extracellulaire, un court domaine transmembranaire et un petit domaine intracellulaire. Les 
intégrines sont classées en fonction de leur sous-XQLWp ȕ 3XLV VXLYDQW OD VRXV-XQLWp Į DVVRFLpH
O¶LQWpJULQH VHUD VSpFLILTXH VRLW G¶XQ RX GH SOXVLHXUV FRPSRVpV PDWULFLHOV FRPPH OD ILEURQHFWLQH
O¶RVWpRSRQWLQH OD ODPLQLQH ODYLWURQHFWLQH OHVGLIIpUHQWVFROODJqQHVVRLWG¶XQHPROpFXOHG¶DGKpVLRQ
exprimée à la surface cellulaire, telle que ICAM (intercellular cell adhesion molecule) et VCAM 
(vascular cell adhesion molecule). Les intégrines exprimées dans le système hématopoïétique 




appartiennent essentiellement à la famille E1, où la chaîne E1 (CD29) est associée à différentes sous-
XQLWpVĮSRXUIRUPHUOHV9HU\/DWH$QWLJHQ9/$2QGLVWLQJXHDLQVLĮȕ&'E&'RX9/$-2 
(very late antigen-2TXLOLHOHVFROODJqQHVĮȕ&'G&'RX9/$-4, récepteur qui reconnaît la 
fibronectine, l'ostéopontine et VCAM- RX&'Įȕ (CD49e/CD29) ou VLA-5 qui se fixe au 
domaine RGD de lD)QHWĮȕ&'I&'RX9/$-6 liant la laminine. Sont aussi présentes sur 
les CSH des intégrines E2, comme LFA-1, E3 (CD61) et E7 (Simmons et al 1997).   
3DUPL OHV LQWpJULQHV ȕ FH VRQW Įȕ HW Įȕ TXL VRQW H[SULPpHV SULQFLSDOHPHQW SDU OHV &6+ GH
phénotype CD34+ CD38- ou CD34+ Thy-1+  (Kerst et al 1993).  
$X FRXUV GH OD PDWXUDWLRQ P\pORwGH XQH IRUWH GLPLQXWLRQ GH O¶H[SUHVVLRQ GH O¶LQWpJULQH Įȕ HVW
observée (Kerts et al 1993). 
 




Leur rôle physiologique dans l'hématopoïèse a d'abord été montré en utilisant des anticorps 
monoclonaux  anti- ĮȕHWĮȕGHV$FGLULJpVFRQWUHOHVFKDvQHVĮRXȕPDLVSDVĮLQKLEHQWOD
formation de CFU-blast, considérés comme des progéniteurs très primitifs adhérents au stroma tandis 
TXH OH EORFDJH GH Į Į ȕ HW ȕ LQKLEDLW O
DGKpUHQFH GHV FHOOXOHV &'+ médullaires au stroma 
(Oostendorp et al 1995; Prosper et al 1998). L
LQWHUDFWLRQHQWUHOHVLQWpJULQHVĮHQSDUWLFXOLHUĮȕ
exprimées par les CSH, et VCAM-1 exprimé par les cellules stromales, est décisive pour le maintien 
des CSH au sein de la niche, dans le foie, la rate et ODPRHOOHHQSpULRGHI°WDOHHWSpULQDWDOHJUkFHjOD
régulation de la balance prolifération/différenciation des progéniteurs hématopoïétiques (Arroyo et al 
1993,1999; Kronenwett et al 2000, Gribi et al 2006). En effet, OHV VRXULV .2 SRXU Įȕ RQW XQ 
phénotype léthal au stade embryonnaire, et dans un PRGqOH R O
H[SUHVVLRQ GH Įȕ est réprimée 
uniquement dans les cellules hématopoïétiques, les capacités d'auto-renouvellement et de 




En outre, les intégrines sont impliquées dans la mobilisation et  les processus de « homing » c'est-à-
dire la domiciliation des CSH dans la niche hématopoïétique. L'inhibition de l'interaction Įȕ
/VCAM-1 par l'administration d'Ac anti-Įȕ RX DQWL-VCAM-1, de même que la délétion 
FRQGLWLRQQHOOHGXJqQHLQWpJULQHĮLQGXLVHQWODVRUWLHGHV&6+GDQVODcirculation (Papayannopoulou 
et Nakamoto 1993) (Scott et al 2003). De même lors de la domiciliation, les CSH s'arrêtent sur 
l'endothélium médullaire puis le traversent pour gagner le compartiment médullaire. Cette migration 
ferait intervenir LFA-1 (Mohle et al 1997). Les intégrines ĮȕHW Įȕ joueraient un rôle plus tard, 
dans la migration à travers les cellules stromales vers la niche en réponse à SDF-1. Cette migration 
nécessite l'interaction entre les CSH et différents domaine de la fibronectine, (Peled et al 2000) en 
fonction de leur stade de différenciation. En effet, les progéniteurs myéloïdes et lymphoïdes se lient à 
XQIUDJPHQWVLWXpDXFHQWUHGHODPROpFXOHFRQWHQDQWODVpTXHQFH5*'6TXLHVWOHOLJDQGGHO¶LQWpJULQH
D5E1 alors que les progéniteurs plus immatures se fixent sur un site de l'extrémité C-terminale 
contenant le peptide CS-1 reconnu par l'intégrine D4E1 (Verfaillie et al 1991; Oostendorp et Dormer, 
1997).  
L'inhibition de l'interaction entre Įȕ et Įȕ et leurs sites de reconnaissance sur la fibronectine par 
des peptides recombinants comme la Retronectin empêche totalement la domiciliation médullaire et 
partiellement la reconstitution hématopoïétique in vivo des CSH (Vermeulen et al 1998). Enfin, le 
blocage de Įȕ  entraîne une diminution de la domiciliation des CSH dans la moelle (Wierenga et al 
2006). De SOXVHQSOXVG¶pWXGHVWHQGHQWDXVVLjPRQWUHUTXHOHU{OHSULQFLSDOGHO¶LQWpJULQHĮVHUDLWGH
VWLPXOHUO¶KpPDWRSRwqVHGDQVXQEXWUpSDUDWHXUHQUpSRQVHjXQstress (Scott et al 2003 ; Priestley et al 
2006). 




&HSHQGDQWLODpWpPRQWUpTXHO¶DGKpVLRQGHVcellules CD34+ sur fibronectine requiert une activation 
SUpDODEOHGHVLQWpJULQHVĮȕHWĮȕ(Kerts et al 1993). En effet, les intégrines sont exprimées sous 
une forme inactive et requièrent une activation préalable via une signalisation « inside-out » médiée 
par des ions bivalents du microenvironnement, des peptides matriciels, des facteurs de croissance, des 
FKpPRNLQHV HW GHV UpFHSWHXUVG¶DGKpUHQFH ; il en résulte alors un changement de leur conformation 
tridimensionnelle, qui leur permet de lier leurs co-UpFHSWHXUV HW DLQVL G¶DVVXUHU OHXUV IRQFWLRQV
adhésives, appelée signalisation « outside-in ».  
La signalisation « inside-out » fait intervenir les kinases PI-3K (Levesque et Simmons 1999) et les 
GTPases de la famille Rho telles que Rac2 (Jansen et al 2005) qui induisent un changement de la 
conformation tridimensionnelle des intégrines (Schwartz et al 1995), via très probablement une 
modification des propriétés physico-chimiques des adaptateurs, telles que la taline, qui joignent le 
domaine cytoplasmique des intégrines au cytosquelette (Martel et al 2001 ; Tanentzapf et Brown  
2006).  
 Suite à cette activation primaire des intégrines qui augmente leur affinité pour leurs ligands, la 
signalisation « outside-in » peut avoir lieu. En effet, ORUVTX¶XQH LQWpJULQH V¶HQJDJH DYHF VRQ OLJDQG
elle forme des oligomères et recrute à son tour différents adaptateurs et kinases cytoplasmiques. Parmi 



























Tableau 10: Principaux récepteurs G¶DGKpVLRQHWOHXUVIRQFWLRQVVXUOHV&6+ 
Adapté de Hines et al 2007 
 
 
Molécule Ligands Caractéristiques principales et Fonctions sur les CSH Références
Sélectines
&'Įȕ36*/)OW&'
CD24, ESL-1, MadCAM-1, 
GlyCAM1
* sélectine E (CD62E) exprimée par les cellules endothéliales;   P 
(CD62P) exprimée par les cellules endothéliales, les précurseurs 
mégacaryocytaires médullaires et les plaquettes activées, L (CD62L) 
exprimée par les CSH, les progéniteurs myéloïdes et lymphoïdes, et les 
lymphocytes matures                                                                           
*protéines transmembranaires avec un domaine extracellulaire 
composé de 3 parties homologues aux lectines,  aux protéines du 
complément et à l'EGF;                                                                                                    
*se lient avec une faible affinité aux sialomucines                                     
*CSH exprimant le PSGL-1 adhèrent à la sélectine P, CSH exprimant 
des motifs glucidiques particuliers adhèrent à la sélectine E                     
*permettent la domiciliation des CSH et leur mise en quiescence              
*peuvent modifier les niveaux d'expression et d'activation des ɴ1 
intégrines                                                                                                                                                               
Frenette et al 1996                        
Levesque et Simmons 1999           




* cadhérines E, N, P  exprimées par les progéniteurs hématopoïétiques                                                                     
*cadhérine VE exprimée par des CSH proches de l'hémangioblaste          
*cadhérine N : rôle primordial pour l'ancrage des CSH aux 
ostéoblastes  interaction croisée entre les cadhérines N et les ɴ1 
intégrines essentielle pour la migration cellulaire (implication de la tyrosine 
kinase FER qui contrôle l'association de la ɴ-caténine aux cadhérines.)    
Monier-Gavelle et Duband 1997           
Huttenlocher et al 1998               
Arregui et al 2000                          
Piedra et al 2003                            




collagène, MMPs, facteurs de 
croissance, cytokines 
chimiokines                                             
*glycoprotéine transmembranaire,                                                             
*favorise l'adhésion des progéniteurs hématopoïétiques aux 
ostéoblastes                                                                                                                  
*augmente les capacités clonogènes des progéniteurs et les 
reconstitutions à long terme                                                                         
FRRSqUHDYHFOHVOHVȕLQWpJULQHVSRXUUpJXOHUODSUROLIpUDWLRQGHV
cellules hématopoïétiques                                                                                                          
Miyake et al 1990                     
Yang et al 1994                              
Lundell et al 1997                              
Ghaffari et al 1997                        
Fraser et al 1997                            
Nilson et al 2003                    
Sialomucines
L-sélectine                                    
ostéoblastes                                 
cellules endothéliales
*ont un niveau élevé de N et O glycosylations riches en acides 
sialiques  représentées par le CD34, la PSGL-1, la podocalyxine, 
l'endoglycane, le CD43 et le CD164 qui ont un rôle inhibiteur sur 
l'hématopoïèse                                                                                 *CD43 
augmente l'affinité des intégrines pour la fibronectine dans les 
progéniteurs hématopoïétiques.                                                                                                                                
*CD34 exprimé dans un grand nombre de tissus, existe sous plusieurs 
formes suite à un épissage alternatif conduisant des glycosylations 
différentes du domaine mucine, sa fonction dans l'hématopoïèse reste 
méconnue même si elle semble impliquée dans l'adhérence 
intercellulaire et dans le contrôle de la différenciation des CSH
Traore et Hirn 1994                     
Healy et al 1995                                             
Anzai et al 1999
Tada et al 1999                                        
Levesque et al 2001                  
Super famille des 
immunoglobulines
LFA-1, MAC-1                           
fibronectine, ɲ4ȕ
*constituées de la répétition de domaines similaires à ceux des 
immunoglobulines                                                                                    
*exprimées à la surface des cellules stromales, ce sont les co-
récepteurs des intégrines exprimées par les CSH                                                                               
*interviennent dans les liaisons cellules-cellules homo-hétérotypiques    
*impliquées dans la reconnaissance CSH/microenvironnement                 
*interviennent dans la prolifération et la différenciation des cellules 
hématopoïétiques                                                                                     
*ICAM-1 (CD54) exprimée par les leucocytes, les cellules épithéliales 
et les CSM                                                                                               
*VCAM-1 glycoprotéine de 7 domaines extracellulaires, exprimée par 
les CSM et les cellules endothéliales activées, impliquée dans la 
rétention des CSH dans la niche médullaire                                             
*PECAM-1 (CD31) exprimée par les cellules endothéliales médullaires 
et les cellules hématopoïétiques, participe aux processus d'adhérence 
intercellulaires et vasculaires, aux processus de migration trans-
endothéliale des CSH, aussi capable d'accroître l'activité adhésive 
G
Įȕ
Muller et al 1993                            
Leavesley et al 1994                      
Yong et al 1998                               
Vermeulen et al 1998                     
Nilsson et al 2003                         
Ulyanova et al 2005                        
M olécules adhésives





b. Les enzymes de dégradation de la matrice extracellulaire 
Les constituants de la matrice extracellulaire peuvent être dégradés par des enzymes sécrétées 
dans le microenvironnement par les cellules stromales, les macrophages ou les cellules 
hématopoïétiques elles-mêmes. Il s'agit principalement des métalloprotéases matricielles (MMP) et 
des sérines protéases. 
Les MMP sont des endopeptidases dépendantes du zinc, impliquées dans la dégradation de tous les 
composants de la MEC (Visse et Nagase 2003). Elles existent sous forme membranaires ou solubles, 
activées par un clivage qui libère leur site actif. La MMP-2 qui dégrade les collagènes I et IV, la 
gélatine, la Fn et la laminine, est à l'origine de la cascade d'activation des autres MMP dont MMP-9 
(Allan et al 1995). 
L'action des MMP est requise pour la mobilisation des cellules hématopoïétiques, notamment la 
MMP-9 (Levesque et al 2002; Carion et al 2003), sécrétée par les cellules hématopoïétiques et 
stromales, et augmentée lors de la mobilisation induite par G-CSF ou le SDF-1. Il a aussi été montré 
que l'augmentation de MMP-9 entraîne une augmentation du c-KitL soluble par clivage du c-KitL  
transmembranaire exprimé par les cellules stromales de la niche, ce qui permet le recrutement des 
CSH de la niche ostéoblastique vers la niche vasculaire, favorisant, au final, leur prolifération et leur 
différenciation ainsi que leur mobilisation dans la circulation sanguine (Heissig et al 2002). 
 
Les sérines protéases comme la cathepsine G et l'élastase des neutrophiles sont libérées en grandes 
quantités dans le stroma lors de la mobilisation induite par le G-CSF (Levesque et al 2002). Elles 
dégradent aussi VCAM-1, SDF-1 et CXCR4 (Delgado et al 2001; Levesque et al 2001, 2003). Les 
ostéoclastes semblent aussi jouer un rôle important dans la sécrétion de MMP-9 et de la cathepsine K 
qui permettent le clivage de SDF- PHPEUDQDLUH GH O¶RVWpRSRQWLQH HW GX 6&) j OD VXUIDFH GHV
ostéoblastes, conduisant à terme au décrochage des CSH et à lHXUPRELOLVDWLRQORUVG¶XQVWUHVV 
 
c. Les cytokines 
Les cytokines sont des glycoprotéines synthétisées par les cellules médullaires hématopoïétiques 
et stromales, libérées dans le milieu sous forme soluble, exprimées à la membrane des cellules ou liées 
à la matrice extracellulaire. Leur activité V¶H[HUFH via des récepteurs spécifiques présents sur les 
cellules cibles. Les cytokines agissent localement par différents modes d'action: endocrine, paracrine, 
autocrine ou juxtacrine. Le rôle des cytokines peut être mis en évidence dans des systèmes de culture à 
long terme où les cellules hématopoïétiques sont cultivées en présence de stroma mais sans contact 
direct entre les deux types cellulaires (Verfaillie 1992). Il faut cependant souligner que des cytokines 
indispensables in vitro ne le seront pas forcément in vivo. (Buza-Vidas et al 2009). 




Il existe deux types de cytokines qui modulent la survie, la prolifération et la différenciation des 
cellules hématopoïétiques: les régulateurs positifs ou facteurs de croissance et les régulateurs négatifs, 
moins connus et moins nombreux.  
 
c.1Les facteurs de croissance 
Ces facteurs régulent positivHPHQWO¶DXWR-renouvellement, la prolifération, la différenciation et la 
survie des cellules hématopoïétiques, et sont représentés par  les interleukines (IL) impliquées dans la 
réponse immunitaire, l'inflammation et la stimulation de l'hématopoïèse, et par les Colony Stimulating 
Factor (CSF) régulant la différenciation hématopoïétique.  Ils sont habituellement classés en fonction 
de leur cible d'activité et coopèrent pour réguler les CSH : 
- les facteurs de croissance qui agissent sur les CSH et les progéniteurs  pour stimuler leur   
survie, leur prolifération ou leur différenciation, comme l'IL-3 et le GM-CSF. 
- les facteurs de croissance à activité synergique sur les CSH qui  interviennent en stimulant la 
production d'autres facteurs. Ils sont capables d'augmenter le nombre de cellules en cycle à partir du 
pool de cellules quiescentes. C'est le cas du SCF, du Flt-3 ligand, du LIF et de l'IL-1. 
- les facteurs de croissance d'action restreinte qui agissent sur la différenciation terminale des 
progéniteurs engagés et sont nécessaires à la maturation comme le G-CSF et l'érythropoïétine (EPO). 
- enfin, certains facteurs de croissance ont une action sur les cellules stromales en stimulant leur 
prolifération. C'est le cas du FGF, du PDGF (Platelet Derived Growth Factor), de l'EGF et de l'IL-3.  
 
Nous prendrons un exemple particulier celui de SFRP-1 (secreted frizzled-related protein 1) hautement 
sécrété par les cellules stromales : sa délétion conduit à une perte de la maintenance du pool de CSH. 
Les CSH ne présentent pas de défauts fonctionnels, mais le microenvironnement qui est incapable de 
maintenir le stock de CSH. (Renstrom et al 2009 ; Yokota et al 2008). De façon intéressante, les SFRP 
sont capables de lier la fibronectine et in fine de moduler les interactions adhésives (Lee et al 2004) 
 
c.2 Les facteurs inhibiteurs 
 LH71)Į O
LQWHUIpURQȖ,)1ȖHW OH7*)ȕVRQWGHVPpGLDWHXUVD\DQWXQLPSDFWQpJDWLIVXU OH
GpYHORSSHPHQW GH O¶KpPDWRSRwqVH &HV IDFWHXUV DJLVVHQW soit directement en se fixant sur des 
récepteurs soit en bloquant les récepteurs de régulation positive. Ils peuvent aussi moduler l'expression 
des gènes codant pour les facteurs de régulation positive.  
 
d. Les chimiokines 
Les chimiokines constituent une famille de molécules de petite taille (8 à 10 kDa) impliquées 
dans un grand nombre de réponses immunes et inflammatoires. Les chimiokines sont classées dans 
quatre sous familles différentes selon la présence ou non d'acide aminé entre les deux premières 
cystéines amino-terminale. Leur activité biologique s'exerce par l'intermédiaire de récepteurs présents 




sur les cellules cibles. Ces récepteurs appartiennent au groupe des récepteurs à sept domaines 
transmembranaires couplés aux protéines G. Un même récepteur peut lier plusieurs chimiokines tout 
comme une chimiokine peut se fixer sur différents récepteurs, ce qui conduit à une redondance.  
Le rôle des chimiokines dans le recrutement est dans un premier temps d'activer les intégrines 
exprimées par les leucocytes, ce qui permet l'adhérence au cours du «rolling» des cellules à la surface 
de l'endothélium, puis d'attirer les cellules par un gradient chimiotactique. En plus de ce rôle, certaines 
chimiokines (par exemple l'IL-8) interviennent dans la régulation de l'hématopoïèse en activant la 
croissance des progéniteurs hématopoïétiques ou en contrôlant le trafic des CSH au niveau de la 
moelle osseuse (Broxmeyer et al 1993). C'est le cas en particulier de SDF-1, qui est très étudié pour 
son rôle dans la migration et la mobilisation des CSH.  
 
La chimiokine SDF-1 (ou CXCL12) est exprimée constitutivement par les cellules stromales 
médullaires, les cellules endothéliales et les cellules hématopoïétiques (Nagasawa et al 1994). Il existe 
2 isoformes SDF-ĮHW6')-ȕ qui diffèrent par quatre acides aminés suite à un épissage alternatif. 
Dans la région 3' non traduite du gène, il existe un polymorphisme qui semble influencer  la migration 
des CSH, mais aussi celle des cellules leucémiques (Dommange et al 2006) . 
SDF-1 est un facteur chimiotactique puissant pour les cellules hématopoïétiques exprimant CXCR4. 
En particulier, SDF-1 et CXCR4 jouent un rôle crucial dans la migration in vitro, la domiciliation in 
vivo des CSH et la survie des progéniteurs myéloïdes (Lataillade et al 2002; Broxmeyer et al 2003). 
SDF-1 SHUPHW O¶DUUrW GHV &6+ j OD VXUIDFH GH O¶HQGothélium médullaire en activant les intégrines 
ɲ5ɴ1, ɲ4ɴ1 et LFA-1 (Peled et al 1999) puis leur migration transendothéliale (Peled et al 2000). 
A l'inverse, le blocage par des Ac neutralisants ou la réduction de l'expression de CXCR4 par 
internalisation réduit significativement la domiciliation et la reconstitution in vivo (Kollet et al 2001; 
Peled et al 1999). Des souris KO de SDF-1-/- et de CXCR4-/- présentent une absence d'hématopoïèse 
médullaire, une lymphopoïèse défectueuse et une myélopoïèse gravement altérée (Nagasawa et al 
1996; Zou et al 1998) . 
SDF-1 est actuellement considéré comme le facteur chimiotactique majeur des CSH (Wright et al 
2002) favorisant la domiciliation in vivo des CSH au sein du microenvironnement médullaire après 
greffe (Peled et al 1999) et son activité peut être régulée négativement in vitro par des facteurs de 
FURLVVDQFHWHOOHTXHO¶,/-3 (Jo et al 2000). 
 
5. Le microenvironnement leucémique 
En 2007, deux équipes ont analysé la localisation de cellules de LAM chimiorésistantes greffées 
dans des souris immunodéficientes (Ninomiya et al 2007 ; Ishikawa et al 2007). Ces cellules 
résistantes responsables de la maladie résiduelle sont retrouvées soit au niveau de la région 




SpULHQGRWKpOLDOHHWHQGRVWpDOHVRLWFRQFHQWUpHVGDQV O¶HQdosteum des épiphyses, fortement associées 
aux cellules stromales murines, suggérant donc leur rôle protecteur vis-à-vis de la chimiothérapie.  
De plus, il semble que la prolifération des cellules leucémiques altère le microenvironnement stromal 
et crée des niches « malignes » qui sont en compétition avec les niches normales pour le homing des 
progéniteurs CD34+ normaux (Colmone et al 2008) 
a. Le microenvironnement leucémique cellulaire 
,O\DSHXG¶LQIRUPDWLRQVXUO¶pWDWGXPLFURHQYLURQQHPHQWGDQVOHV/$0PrPHVLGDQVG¶DXWUHV
hémopathies malignes, telles que les myélomes et la leucémie myéloïde chronique, la lyse osseuse et 
des anomalies dans les cellules mésenchymateuses participent à la tumorigenèse (Bhatia et al 1995 ; 
Corre et al 2007). Cependant,  il a été montré que le stroma médullaire de patients atteints de LAM est 
incapable de supporter la culture de progéniteurs hématopoïétiques normaux in vitro (Lisovsk et 
6DYFKHQNR  /HV WUDYDX[ GH %ODX GpPRQWUHQW DXVVL O¶H[LVWHQFH G¶DQRPDOLHV JpQpWLTXHV QRQ 
clonales dans les cellules mésenchymateuses du stroma de patients atteints de LAM qui diffèrent de 
celles retrouvées dans les blastes leucémiques (Blau et al 2007). 
Mais en comparant les biopsies ostéo-médullaires de patients LAM à celles de sujets sains, il a été 
rapporté une augmentation du nombre de cellules endothéliales et de cellules stromales et de 
microvaisseaux (Dilly et Jagger 1990). Cette augmentation esWFRUUpOpHjO¶H[SUHVVLRQGX9(*)GDQV
les blastes. De plus, le nombre de cellules endothéliales diminue au cours de la rémission. Ceci 
pourrait suggérer que les blastes stimulent la prolifération des cellules endothéliales (de Bont et al 
2001; Hussong et al 2000; Kuzu et al 2004). L¶H[SUHVVLRQGX9(*)représente un facteur de mauvais 
pronostic dans les LAM. DHVWUDYDX[RQWGpPRQWUpTXHO¶H[SUHVVLRQGXUpFHSWHXUDX9(*)vascular 
endothelial growth factor receptor 1 ou VEGFR1) sur des progéniteurs hématopoïétiques était 
nécessaire pour initier une niche pré-métastatique (Kaplan et al 2005).  
Les travaux récents de Lassailly montrent, similairement à ce qui a été décrit pour les tumeurs solides, 
TXH OH GpYHORSSHPHQW OHXFpPLTXH FRQGXLW j XQH SHUWH G¶LQWpJULWp GHV YDLVVHDX[ VDQJXLQV TXL
deviennent alors plus perméables. 
Il y a également  une diminution du nombre de progéniteurs fibroblastiques, des macrophages et des 
adipocytes dans les stromas leucémiques (Greenberg et al 1984 ; Mayani,et al 1992). 
 
b. le microenvironnement leucémique moléculaire 
b.1 Les molécules adhésives 
%HDXFRXSGHPROpFXOHVG¶DGKpUHQFHexprimées sur les CSH sont également retrouvées sur les 
blastes leucémiques et les CSL. Les blastes expriment les intégrines ɲ4ɴ1, ɲ5ɴ1 et LFA-1 qui se lient 
à la fibronectine et la laminine (Bradstock et Gottlieb 1995; Stucki et al 2001). Les intégrines VLA-1, 
VLA-2, VLA-3 et VLA-6 sonW pJDOHPHQW H[SULPpHV DORUV TX¶HOOHV VRQW absentes sur les cellules 




normales. Leur rôle biologique reste néanmoins à définir (Reuss-Borst et al 1995). Le ligand de ɲ4ɴ1, 
VCAM-1 SHXW rWUH VXUH[SULPp HQ UpSRQVH j O
,)1Ȗ HW DX 71)Į (Kortlepel et al 1993). Nous 
reviendrons plus loin sur le rôle crucial des intégrines. 
 
L'acide hyaluronique est aussi impliqué dans les mécanismes d'adhérence des blastes. En effet, 
les cellules leucémiques expriment des isoformes spécifiques de CD44 qui pourraient modifier les 
interactions avec les cellules stromales (Bendall et al 2000). De plus, des altérations fonctionnelles du 
CD44 ont été rapportées dans le développement leucémique et dans la survie des CSL (Ghaffari et al 
1999. Enfin, le CD38 possède deux sites potentiels de liaison à l'acide hyaluronique permettant  
l'adhésion de cellules de LAM (Nishina et al 1994). Les blastes présentent également des molécules 
G¶DGKpUHQFH GH OD IDPLOOH GHV LPPXQRJOREXOLQHV FRPPH &' 3(&$0-1) CD54 (ICAM-1) et 
CD58 (LFA-3). Les travaux de Nathalie Gallay ont montré qu'un excès de CD31 pouvait favoriser la 
sortie des cellules leucémiques vers la circulation. (Gallay et al 2007) 
 
Il a également été montré que les cellules dendritiques de patients atteints de LAM produisent une 
grande quantité de fibronectine (Vialle-Castellano et al 2004). Or, une surexpression de fibronectine 
dans le microenvironnement peut engendrer une amplification dérégulée des CSH. De façon 
LQWpUHVVDQWH XQH LVRIRUPH SDUWLFXOLqUH GH ILEURQHFWLQH LVVXH G¶XQ pSLVVDJH DOWHUQDWLI OD ILEURQHFWLQH
EDA+  est fréquemment retrouvée associée aux processus inflammatoires, tumoraux et angiogiéniques 
(Manabe et al 1997). La fibronectine EDA+ VHOLHjO¶LQWpJULQHĮȕSUésente à la surface des CSL et 
pourrait favoriser à terme les mécanismes de survie, de migration et de prolifération cellulaire.  
!
La LAM est aussi DVVRFLpHjXQHDXJPHQWDWLRQGHO¶H[SUHVVLRQG¶$QJ-2 et de TiHPDLVSDVG¶$QJ-1, 
dans la moelle osseuse (Schliemann et al 2006). Les Ang-1 et 2 entraînent des réponses opposées, qui 
déstabilisent les vaisseaux sanguins, quand ils se lient à leur récepteur Tie2. Cette dérégulation dans la 
balance des angiopoïétines jouerait donc un rôle important dans le processus angiogénique qui se met 
en place pendant la transformation leucémique.  
 
b.2 Les cytokines et les MMPs 
Les cellules VWURPDOHVGH/$0SUpVHQWHQWXQGpIDXWGHVRXWLHQGHO¶KpPDWRSRwqVH. Cela pourrait 
V¶H[SOLTXHUHQSDUWLHSDUOa production macrophagique GH71)ĮHWGHSURVWDJODQGLQH(LQKLELWHXUVGH
O¶KpPDWRSRwqVH HW OD GLPLQXWLRQ GH OD SURGXFWLRQ GH 0-CSF (Mayani et al 1992). De façon 
intéressante, les cellules stromales de LAM empêchent la différenciation des progéniteurs immatures 
CD34+ CD38- mais pas celle des progéniteurs engagés CD34+ CD38+ (Sparrow et al 1997). 
Comparativement au stroma normal, le stroma leucémique exprime des taux élevés de l'IL-ȕO
,/-6, 




le G-CSF (Wetzler et al 1995) et le LIF (Wetzler et al 1994) qui contribuent à la prolifération des 
cellules leucémiques.  
Enfin, le profil de sécrétion des MMPs dans les cultures à long terme de LAM est inverse de celui 
retrouvé dans les moelles normales. La production de MMP-9 augmente dans le temps tandis que celle 
de MMP-2 diminue. De plus, la sécrétion des inhibiteurs tissulaires des métalloprotéases (TIMP-1 et 
TIMP-2) est diminuée durant toute la culture (Marquez-Curtis et al 2001). Globalement, ces sécrétions 
du microenvironnement leucémique ne sont pas rattachées à un sous-type particulier de LAM. De la 
PrPHIDoRQOHGLDORJXHTXLV¶LQVWDXUHHQWUHOHVEODVWHVRXOHV&6/DYHFOHVWURPDHVWSHXFRQQX!Par 
exemple, les blastes de LAM sécrètent du PDGF, qui augmente  la prolifération des cellules stromales 
(Foss et al 2001). Ils synthétisent également l'IL-ȕqui stimule la production de G-CSF et de GM-
CSF par les cellules endothéliales, susceptibles d'activer à leur tour la prolifération des blastes (Griffin 
et al 1987). 
 
c. Dissémination des CSL dans la circulation sanguine 
/HVFHOOXOHVOHXFpPLTXHVHWOHV&6/YRQWVHGLVVpPLQHUGDQVO¶RUJDQLVPHDSUqVDYRLUIUDQFKLOD
barrière endothéliale médullaire. Une expression différentielle de certains facteurs (chimioattractant, 
LQWHUDFWLRQV DGKpVLYHV SURWpDVHVPDWULFLHOOHV« H[SOLTXH OHXUV FDSDFLWpV G¶LQYDVLRQ'DQV OHV/$0
non différenciées (M0 et M1), les blastes expriment le récepteur CXCR4 et produisent des 
FKLPLRNLQHV LQIODPPDWRLUHV WHOOHV TXH O¶,/ 0,3-Į HW 5$17(6 /HV /$0 j GLIIpUHQFLDWLRQ
monocytaire (M4 et M5) ont un profil VLPLODLUHjFHOXLGHVPRQRF\WHVQRUPDX[GHSDUWO¶H[SUHVVLRQ
des récepteurs CCR2, CXCR4 et CCR6 et des chimiokines MCP1, MIP1-Į HW 0'& &HV SURILOV
G¶H[SUHVVLRQRQWpWpUpDOLVps en comparaison des CSH (Cignetti et al 2003). 
!
E. Régulations des CSH et dérégulations des CSL  
Au sein de la niche a lieu une régulation de l'auto-renouvellement, de la différenciation, de la 
prolifération, et de la survie des CSH DLQVL TX¶XQH SURWHFWLRQ YLV-à-vis de la survenue G¶DQRPDOLes 
épigénétiques ou génétiques afin de préserver l'homéostasie cellulaire. Il existe donc de multiples 
molécules et voies de signalisation qui contribuent au maintien de l'équilibre entre quiescence et 
ancrage d'une part (Min et al 2008), et activation et libération de la niche d'autre part. Cependant, en 
cas de stress itératifs (inflammation, agents toxiques, sénescence), une mauvaise défense vis-à-vis du 
stress oxydant et/ou des modifications microenvironnementales peuvent aboutir à une augmentation 
du rythme de prolifération des CSH et à leur délocalisation de la niche. Les CSH et les progéniteurs, 
anormalement suractivés, pourraient alors accumuler des désordres génétiques et y être anormalement 
tolérantVjFDXVHGHGpIDXWVGDQV O¶LQGXFWLRQGHVPpFDQLVPHVGHSURWHFWLRQSUR-apoptotique et anti-
oxydante.  





Le développement d'une leucémie est un processus multi-étapes où une accumulation d'évènements 
transformants aboutit à la prolifération d'une population clonale de cellules malignes. Suite à des 
mutations, l'expression d'oncogènes provoque un blocage de la différenciation et une augmentation de 
la prolifération des cellules, aIIHFWDQW pJDOHPHQW VRXYHQW O¶DSRSWRVH. D'autres voies impliquées 
notamment dans l'auto-renouvellement et la réparation du génome jouent un rôle dans la 
transformation. Bien que les réarrangements génétiques et les gènes de fusion leucémiques jouent un 
rôle critique dans l'oncogénèse, la leucémogénèse est bien un ensemble d'évènements intrinsèques et 
extrinsèques, touchant la différenciation, la prolifération et l'auto-renouvellement des CSH ou des 
progéniteurs hématopoïétiques. De façon non exhaustive, nous allons maintenant exposer les 
principales voies de signalisation connues pour être touchées dans les leucémies et notamment au 
niveau des CSH, avec un intérêt particulier pour celles régulées par GSK3ɴ͘ 
1. Régulations des propriétés fonctionnelles des CSH 
a. La division asymétrique  
Pour le maintien de la "souchitude" un modèle d'interaction cellulaire asymétrique, dit de 
lignage, avec les cellules stromales de la niche a été imaginé, orientant l'axe de division cellulaire de 
manière à ce qu'une seule des cellules filles ne soit en contact avec la cellule stromale et maintienne 
ainsi son potentiel souche, alors que l'autre ayant perdu le contact peut se relocaliser dans un autre 
microenvironnement et se déterminer ainsi vers un lignage hématopoïétique (Schofield 1983; 
Spradling et al 2001)Ho et al 2005). Il existe cependant un modèle, dit de population, reposant sur une 
division symétrique par laquelle une cellule souche en se divisant donnera naissance soit à deux 
cellules souches soit à deux cellules filles différenciées. Ce mécanisme permettrait O¶pTXLOLEUH
nécessaire entre autorenouvellement et détermination (Figure 27). 
 
Des expériences fonctionnelles de clonogénicité et de différenciation, ont permis de démontrer 
TX¶HQYLURQ  GHV SURJpQLWHXUV hématopoïétiques se divisent de façon asymétrique (Leary et al 
 /DPLVH DX SRLQW G¶XQ V\VWqPH GH FDPpUD HQ WHPSV UpHO D DXVVL GpPRQWUp TXH OHV GLYLVLRQV 
asymétriques des cellules CD34+ ont lieu dans 30 % de ces cellules dites souches (Huang et al 1999). 
Les preuves expérimentales de cette division asymétrique pour  les CSH ont été fournies grâce à 
O¶LGHQWLILFDWLRQ GH TXDWUH SURWpLQHV TXL VpJUqJHQW GLIIpUHQWLHOOHPHQW GDQV HQYLURQ  GHV FHOOXOes 
primitives hématopoïétiques humaines, en culture (Beckmann et al 2007).  
/¶H[SRVLWLRQ j GHV VLJQDX[ GX PLFURHQYLURQQHPHQW DYDQW OD PLWRVH SHXW FRQWU{OHU cette division 
asymétrique. Le contact avec des cellules stromales HQWUDvQH O¶DXJPHQWDWLRQ GH O¶H[pression de 
protéines TXL UpJXOHQW O¶DGKpVLRQ HW OHV UpDUUDQJHPHQWs du cytosquelette. Ces protéines sont 
HVVHQWLHOOHVjO¶DQFUDJHGHV&6+DX[FHOOXles du microenvironnement notamment via les intégrines ɴ1 




et à une bonne orientation du fuseau mitotique (Wagner et al 2005). Il D pWpPRQWUpTX¶XQH cellule 
CD34+ CD38- qui adhère à une cellule stromale par son uropode au niveau du « trailing edge », 
FRUUHVSRQGDQWjO¶DUULqUHGHODFHOOXOHDXJPHQWDLWVRQQombre de divisions asymétriques (Punzel et al 




Figure 27 : Divisions symétrique et asymétrique des CSH. a) Les CSH se divisent de façon symétrique pour 
VHUHSURGXLUHjO¶LGHQWLTXHSHUPHWWDQWDLQVLXQUHSHXSOHPHQWGXSRROGHFHOOXOHVVRXFKHV&HUWDLQHV&6+YRQW
HQVXLWHVHGLYLVHUGHIDoRQDV\PpWULTXHF¶HVW-à-GLUHTX¶XQHGHVFHOOXOHVILOOHVHVWO¶LGHQWLTXHGH la CSH, alors que 
O¶DXWUHFHOOXOH ILOOHHVWXQHFHOOXOHGLIIpUHQFLpHTXLGHYLHQWXQSUpFXUVHXUDYHFXQHSUROLIpUDWLRQSOXVUDSLGHb) 
Une asymétrie environnementale peut aussi influencer la division asymétrique. Une des cellules filles rentre en 












b. Auto-renouvellement : voies morphogènes et autres facteurs 
Bien que les propriétés phénotypiques et fonctionnelles des CSH aient déjà été largement 
abordées dans notre introduction, OD TXHVWLRQ FUXFLDOH GH VDYRLU FRPPHQW O¶DXWR-renouvellement est 
régulé reste sans réponse précise. 
Tous les signaux mis en jeu dans la régulation de la balance auto-renouvellement/différenciation des 
cellules souches hématopoïétiques (CSH) représentent donc XQ FKDPS G¶LQYHVWLJDWLRQ HQ SOHLQH
H[SDQVLRQ*UkFHQRWDPPHQWjO¶XWLOLVDWLRQGHVLQKLELWHXUVGH*6.ȕHWjO¶REVHUYDWLRQGHOHXUVHIIHWV
ELRORJLTXHVVXU O¶KpPDWRSRwqVH*6.ȕHVW UHFRQQXHFRPPHXQ UpJXODWHXUPDMHXUGH O¶KRPpRVWDVLe 
des CSH. Dans les années 80, SOXVLHXUVpWXGHVFOLQLTXHVRQWPRQWUpTX¶XQ WUaitement par le lithium 
amplifie le taux circulant de CSH, en particulier des progéniteurs CD34+ (Gallicchio et chen 1982). En 
effet, le lithium était alors utilisé lors de chimiothérapie ou de radiothérapie pour palier la réduction 
des neutrophiles au cours de ces traitements. Chez la souris, O¶DGPLQLVWUDWLRQ FRQFRPLWDQWH G¶XQ
LQKLELWHXU GH *6.ȕ HW GH *-CSF amplifie les capacités de repopulation à long terme des CSH 
humaines transplantées, permettant ainsi une transplantation secondaire (Trowbridge et al 2006).  
 
De plus, les régulations croisées entre les voies morphogènes telles que Wnt, Sonic hedgehog (Shh) 
Notch et les BMPs (Bone morphogenic proteins), la PGE2 (prostaglandine E2) et les voies adhésives 
en aval des intégrines ou des cadhérines jouent très probablement un rôle clef dans le contrôle de 
O¶DXWR-renouvellement des CSH et sembleraient donc fournir un premier élément de réponse. (Figure 
28 et tableau 11). 
En utilisant des CSH de moelle osseuseO¶pTXLSHGH:HLVVPDQDPRQtré que la surexpression de la ɴ-
caténine activée, acteur central de la voie de signalisation Wnt, accroît de 100 fois le pool de CSH 
capables de reconstituer le système hématopoïétique in vivo (Reya et al 2003). De plus, O¶H[SUHVVLRQ
ectopique dHO¶D[LQHXQLQKLELWHXUGHODɴ-FDWpQLQHFRQGXLWjO¶LQKLELWLRQGHODSUROLIpUDWLRQGHV&6H, 
j XQH DXJPHQWDWLRQ GH O¶DSRSWRVH des CSH in vitro, et à une réduction de la reconstitution 
hématopoïétique in vivo. Les mêmes auteurs ont montré que du Wnt3a purifié favorisait l'auto-
renouvellement des CSH murines en culture (Willert et al 2003). A contrario, OHSRROGHȕ-caténine 
cytoplasmique est  régulé négativement par des voies de maintenance et pro-adhésives telles que la N-
cadhérine qui retient les molécXOHVGHȕ-caténine par sa partie intracellulaire et G¶DXWUHVOLJDQGV Wnt 
comme Wnt 5a qui activent des voies alternes.   
 
'HIDoRQLQWpUHVVDQWHO¶DFLGHYDOSURwTXH un LQKLELWHXUGH*6.ȕ permet G¶DXJPHQWHUODSUROLIpUDWLRQ
HW O¶DXWR-renouvellement des CSH en induisant XQH DFWLYDWLRQ GH OD YRLH :QW DLQVL TX¶XQH
suractivation de HoxB4, un gène cible de la voie ɴ-caténine et un facteur clé dans la régulation de 
O¶DXWR-renouvellement et de la prolifération des CSH. Cet inhibiteur accélère la progression des CSH 
dans le cyFOH FHOOXODLUH TXL V¶DFFRPSDJQH G¶XQH LQKLELWLRQ GH Scip-1/waf-1. De plus, ces effets de 





de la différenciation et une inhibition des capacités de prolifération des blastes. (Bug et al 2005). De 
IDoRQ LQWpUHVVDQWH O¶LQKLELWLRQ GH *6.ȕ FRQGXLt également à une surexpression de molécules 
G¶DGKpUHQFH telles que CXCR4 et TIE2, favorisant les interactions avec stroma médullaire (Holmes et 
al 2008) et une activation de la voie Notch, ce qui augmente  les capacités de repopulation des cellules 
SRC murines (SCID repopulating cells) et des CSH transplantées in vivo (Trowbridge et al 2006, Ko 
et al 2011)  
 
 
Figure 28 : Principales voies de signalisation et principaux facteurs intrinsèques et extrinsèques impliqués 
dans le contrôle GHO¶DXWR-renouvellement, la différenciation et la prolifération des CSH. 
'¶DSUqV=RQHWDO8 
 





Tableau 11 )DFWHXUVUpJXODQWO¶DXWR-renouvellement des CSH. 
'¶DSUqV=RQHWDO 




Les expériences de Huang et Coll en 2009, montrent également TX¶XQH LQKLELWLRQ j ORQJ WHUPH GH
*6.ȕSHXW!aboutir à des effets différents sur les capacités des CSH. En effet, GSK3ɴ participe à 
O¶LQKLbition de la voie mTOR via OD SKRVSKRU\ODWLRQ GH 76& HW GRQF O¶DFtivation du complexe 
76&76& /D YRLHP725 HVW XQH YRLH G¶HQJDJHPHQW GHV &6+ YHUV OD GLIIpUHQFLDWLRQ$LQVL VL
O¶LQKLELWLRQ GH *6.ɴ j FRXUW WHUPH HQJHQGUH O¶H[SDQVLRQ des CSH via une régulation de la ɴ-
caténine, son inhibition prolongée peut au contraire favoriser la voie mTOR et la différenciation des 
CSH qui peuvent mener à un syndrôme myeloprolifératif et LAM. /¶LQKLELWLRQGH*6.ȕDOHPrPH
LPSDFW TX¶XQH LQKLELWLRQ de PTEN et de TSC1. En effet GSK3ɴ est inhibée par la voie PI3K - 
PKB/Akt qui en retour est freinée par PTEN, et il a été auparavant décrit dans la littérature que la perte 
de PTEN engendre une déplétion progressive du pool de CSH en augmentant le nombre de certains 
progéniteurs déjà engagés vers une voie de différenciation (Huang et al 2009)  
 
'H IDoRQ LQWpUHVVDQWH G¶DXWUHVYRLHV LPSOLTXpHVGDQV O¶DXWR-renouvellement des CSH dépendent de 
*6.ȕ pour leur régulation : 
-La protéine Notch est exprimée par les CSH  tandis que son ligand Jagged 1 est présent sur les 
ostéoblastes et les cellules stromales médullaires. L'activation de la voie Notch inhibe la 
différenciation et entraîne l'expansion des CSH et des  progéniteurs via leur auto-renouvellement (Li et 
al 1998)(Reya et al 2003) Ko et al 2011) et  la maintenance de leur multipotentialité (Varnum-Finney 
et al 2000; Karanu et al 2000).  
-Les facteurs Hedgehog, notamment SHH et IHH, produit par les cellules stromales sont  impliqués  
dans la régulation GHO¶DXWRUHQRXYHOOHPHQWGH populations hautement enrichies en CSH humaines (Lin- 
CD34+ CD38-)  via la régulation des BMP (Bhardwaj et al 2001).  
-Les membres de la famille Polycomb parmi lesquels Bmi1, contrôlent également l'auto-
renouvellement des CSH (Lessard et Sauvageau, 2003; Pardal et al 2003). Les souris Bmi1-/- possèdent 
GHV&6+SUpVHQWHVGDQVOHIRLHI°WDOPDLVFHVFHOOXOHVVRQWLQFDSables de se maintenir dans la moelle 
osseuse et de reconstituer à long terme l'hématopoïèse pendant la vie adulte (Park et al 2003).    
-La famille des facteurs de transcription HOX est exprimée dans les cellules hématopoïétiques, 
notamment dans les CSH, et diminue au cours de la différenciation (Pineault et al 2002). Des souris 
mutées pour des facteurs HOX présentent de graves désordres hématopoïétiques (Lawrence et al 
1997). La surexpression de HOXB4 ou HOXA9 augmente l'expansion ex vivo des CSH et leur 
capacité de reconstitution in vivo (Antonchuk et al 2002; Thorsteinsdottir et al 1999, 2002)-!
/D3*( FRQQXH SRXU UpJXOHU OD ELRORJLH RVVHXVH VHPEOH DXVVL  LPSOLTXpHGDQV O¶DPSOLILFDWLRQ GX
pool de CSH à long terme ex vivo et des CSH à court terme in vivo (Frisch et al 2009). 
$LQVLOHPDLQWLHQGH*6.ȕVRXVVDIRUPHLQDFWLYHHVWXQIDFWHXUG¶DPSOLILFDWLRQHWGHPDLQWHQDQFH
GHV&6+,OHVWLPSRUWDQWGHQRWHUTXHFHVSURSULpWpVOLpHVjO¶LQKLELWLRQGH*6.ȕVRQWUHWURXYpHVDX
niveau des cellules souches embryonnaires.  




c. Quiescence  
 Au sein de la niche hématopoïétique, il existe deux populations de CSH adultes. La première se 
FRPSRVH GH &6+ GDQV XQ pWDW TXLHVFHQW TXL VHUYLUD GH UpVHUYRLU G¶XUJHQFH HQ FDV GH VWUHVV /a 
deuxième est caractérisée par GHV &6+ GpMj HQJDJpHV GDQV OH F\FOH FHOOXODLUH DILQ G¶DVVXUHU 




Figure 29: la synapse ostéoblaste/CSH 
'¶DSUqV=RQHWDO 
 
Ainsi, des signaux extrinsèques de la niche hématopoïétique, tels que les BMP, le Ca2+, la voie 
1RWFKHWO¶DQJLRSRwpWine-1 (Calvi et al 2003 ; Zhang et al 2003 ; Arai et al 2004 ; Adams et al 2006), 
ainsi que les interactions adhésives (Jiang et al 2000) pourraient réguler O¶pWDW TXLHVFHQW GHV &6+ 
Nous prendrons comme exemple la protéine Tie2, récepteur à tyrosine kinase et son ligand 
l'angiopoiétine 1 qui sont exprimés respectivement par les CSH (Arai et al 2004) et les ostéoblastes. 
(Figure 29).Les cellules hématopoïétiques Tie2+ sont en majorité des CSH quiescentes et O¶DFWLYDWLRQ
de la voie Tie2 par l'angiopoïétine-1 augmente leur interaction avec les ostéoblastes en stimulant 
O
H[SUHVVLRQGHPROpFXOHVG
DGKpUHQFHFRPPHOHVȕLQWpJULQes et la N-cadhérine. L'activation de cette 




voie maintient la capacité des CSH à reconstituer l'hématopoïèse à long terme. Cet effet pourrait être 
dû à une régulation positive de la protéine p21CIP1/WAF1, indispensable à la quiescence des CSH (Cheng 
et al 2000). Par exemple, chez des souris déficientes en p21cip1/waf1, régulateur du point de contrôle 
G1du cycle cellulaire et inhibiteur de CDK (cyclin-dependent kinase), la prolifération et le nombre 
absolu de CSH augmente dans des conditions normales (Cheng et al 2000). Au contraire des souris 
p21-/-, le nombre des CSH est normal dans les souris déplétées pour le gène de la protéine p27Kip1, 
autre inhibiteur des CDK, alors que ces souris ont une augmentation du nombre de cellules 
progénitrices hématopoïétiques (Cheng et al 2000).  
 
Il convient également de citer le facteur c-myc impliqué dans la balance quiescence / prolifération. Sa 
surexpression en réponse à des mitogènes (Wnt ou c-Kit) est nécessaire à la libération des CSH depuis 
la niche car elle réprime l'expression de molécules d'adhérence comme la N-cadherine et les 
intégrines. Au contraire, l'absence de c-myc appauvrit le pool de progéniteurs et amplifie celui des 
CSH (Wilson et al 2004).  
 
La protéine Pyk2, retrouvée en aval des intégrines dans les cellules hématopoïétiques CD34+ 
(Avraham et al 2000), est particulièrement intéressante, dans le contexte de la niche hématopoïétique,  
dans la mesure où cette voie est un senseur du Ca2+ et du stress oxydant (Dougherty et al 2004). Pyk2 
inhibe la maturation myéloïde et induit le maintien du pool de CSH (Dylla et al 2004). '¶DSUqVFHV
résultats, Pyk2 semble jouer un rôle majeur dans la balance prolifération/différenciation des CSH. De 
façon intéressante, dans des cellules de leucémie myéloïde chronique, un épissage alternatif de Pyk2 
est observé qui est réversé par un inhibiteur de O¶RQFRJqQHBCR/ABL (breakpoint cluster region/ 
Abelson kinase). 'RQF O¶DFWLYLWp WUDQVIRUPDQWH de BCR/ABL pourrait être supportée par Pyk2 
(Salesse et al 2004).  
'DQV FH FRQWH[WH LO HVW LPSRUWDQW GH UDSSHOHU TXH3\N HVW XQH NLQDVH DFWLYDWULFH GH*6.ȕ HOOH-
même pouvant réguler la stabilité des CDK et de c-Myc. De façon intéressante, les résultats 
SUpOLPLQDLUHV GH QRWUH pTXLSHPRQWUHQW XQH YRLH Įȕ3\N*6.ȕ QXFOpDLUH TXL SRXUUDLW MRXHU XQ
rôle dans la suvie des cellules leucémiques (résultats non publiés). 
 
d. Survie et résistance au stress 
Selon une étude in vivo, les CSH et les cellules stromales de la niche sont en majorité situées à 
O¶H[WUpPLWp OD SOXV IDLEOH G¶XQ JUDGLHQW G¶R[\JqQH GDQV OD PRHOOH RVVHXVH (Parmar et al 2007). La 
ORFDOLVDWLRQ GHV &6+ GDQV XQH QLFKH K\SR[LTXH OHV SURWqJHUDLW GRQF G¶XQ VWUHVV R[\GDnt et 
conditionnerait leur résistance (Figure 26). Le taux basal de ROS dans les progéniteurs myéloïdes est 
beaucoup plus élevé que dans les CSH. 
 




Grâce à leur état quiescent et à leur capacité à métaboliser les radicaux oxygénés, les CSH peuvent 
résister à différents stress environnementaux de la niche hématopoïétique. Cependant, il semble que 
les CSH les plus immatures soient les mieux adaptées à un environnement hypoxique et de glycolyse 
anaérobie (Unwin et al 2006). Ce fonctionnement métabolique anaérobie des CSH est adapté au peu 
G¶pQHUJLH GHPDQGpH SDU FHV FHOOXOHV DUUrWpHV HQ TXLHVFHQFH (Q HIIHW XQe des caractéristiques des 
CD34+ HVW O¶H[SUHVVLRQ GH IDLEOHV TXDQWLWpV HQ FRPSOH[HV SURWpLTXHV GH OD FKDvQH UHVSLUDWRLUH GH OD
mitochondrie (Piccoli et al 2005). 
 
La famille FoxO (Forkhead box subgroup O) comprend des facteurs de transcription qui ont un rôle 
clef dans la survie des CSH, en orientant les CSH vers la néoglucogenèse et une métabolisation des 
DFLGHV JUDV WRXW HQ SHUPHWWDQW O¶élimination des ROS. Dans les CSH quiescentes, la phosphatase 
37(1HVWFRQQXHSRXULQGXLUHO¶DFWLYDWLRQGHFoxO. /¶DEODWion de PTEN provoque la phosphorylation 
HW O¶LQKLELWLRQ GHV LVRIRUPHV GH )R[2 JUkFH j O¶DFWLYDWLRQ DFFUXH G¶$NW3.% SHUPHWWDQW DLQVL DX
stress oxydant de V¶LQVWDOOHU GHPDQLqUH SHUPDQHQWH Les souris déficientes en FoxO (FoxO1/3/4- /-) 
montrent une expansion du lignage myéloïde et une diminution marquée du compartiment CSH. De 
plus, la moelle osseuse déficiente en FoxO voit ses capacités de repopulation à long terme diminuées, 
ce qui corrèle avec un épuisement du pool des C6+ VXLWH j O¶DXJPHQWDWLRQ GX QRPEUH GH OHXUV 
divisions cellulaires, HW j OHXU DSRSWRVH PDVVLYH GpFOHQFKpH SDU O¶DXJPHQWDWLRQ GHV ROS 
intracellulaires. De façon intéressante, un traitement in vivo avec un agent anti-oxydant, la N-acétyl-L-
cystéinH1$&UpYHUVHFHSKpQRW\SHYLDO¶inactivation de p38 (MAPK).  
Les souris déficientes en FoxO (souris FoxO1/3/4-/-) montrent des variations dans O¶H[SUHVVLRQG¶$70 
(Ataxia Telangiectasia Mutated) HWG¶XQHGHVHVFLEOHVSINK4a est modifiée, suggérant que le facteur 
ATM pourrait être une cible de FoxO (Tothova et al 2007). Des souris déficientes pour ATM (souris 
ATM-/-), tout comme les souris déficientes pour FoxO, montrent un défaut de reconstitution à long 
terme qui est associé à une concentration élevée de ROS et à une activation de p38. Un traitement avec 
la NAC et la catalase, ou avec un inhibiteur de p38, restaure la capacité de reconstitution (Ito et al 
2004, 2006). 
 
e. Prolifération  
Le rôle du couple SCF/c-Kit a été bien caractérisé dans la prolifération des CSH. Les 
RVWpREODVWHVSUpVHQWHQWXQHIRUPHPHPEUDQDLUHGX6&)TXLDXJPHQWHO
DGKpVLRQSDUOHVLQWpJULQHVȕ
(Kinashi et Springer 1994). Lorsque c-Kit est clivé, il y a augmentation des capacités prolifératives des 
&6+TXLYRQWSRXYRLUV¶HQJDJHUYHUVXQHYRLHGHPDWXUDWLRQ 




Dans les cellules CD34+O¶pTXLSHGH9HUIDLOOLHDPRQWUpTXHle blocage en transition G1/S induit par 
OHVLQWpJULQHVSHXWrWUHOHYpSDUO¶DGGLWLRQG¶,/HWGH*0-CSF, ou de SCF et de Flt-3L (Jiang et al 
2000).  
De façon intéressante, les interactions entre les CSH et leur microenvironnement peuvent influencer 
O¶HQWUée cellulaire en PLWRVHYLDODUpJXODWLRQGHODSRODULVDWLRQHWGHO¶organisation du cytosquelette 
par la GTPase de la famille Rho, Cdc42. *UkFHjXQPRGqOHPXULQG¶LQYDOLGDWLRQFRQGLWLRQQHOOHGH
Cdc42 dans les cellules hématopoïétiques, son rôle a été mis en évidence dans le maintien de la 
quiescence des CSH et dans leur localisation au sein de la niche médullaire. Il a aussi été montré que 
&GFUpJXOHO¶H[SUHVVLRQG¶XQJUDQGQRPEUHGHUpJXODWHXUVFOpVGXF\FOHFHOOXODLUHLQFOXDQWF-Myc 
et p21Cip1), et de PROpFXOHV G¶DGKpVLRQ FHOOXODLUH telles que l¶LQWpJULQH ȕ HW OD 1-cadhérine, et la 
VWUXFWXUHGHO¶DFWLQHYang et al 2007 ; Yang et Zheng 2007). Par contre, &GFQ¶HVWSDVQpFHVVDLUHj
la survie des CSH. Quant à Rac1 et Rac2, deux autres membres de la famille des GTPases Rho, elles 
sont importantes pour la rétention des CSH dans la niche hématopoïétique, pour leur survie et leur 
progression dans le cycle cellulaire, mais elles ne sont pas impliquées dans lHPDLQWLHQGH O¶pWDW GH
quiescence des CSH (Cancelas et al 2005).     
!
f. Différenciation  
L¶HQJDJHPHQW YHUV OD GLIIpUHQFLDWLRQ KpPDWRSRwpWLTXH est un processus qui est régulé par la 
libération de certaines cytokines O¶DFWLYDWLRQ GH FHUWDLQV IDFWHXUV GH WUDQVFULSWLRQ et les interactions 
adhésives avec certaines cellules du stroma médullaire. Par exemple l¶,/-3, le GM-CSF, le G-CSF, le 
stem cell factor 6&) HW O¶pU\WKURSRwpWLQH (32 ont été décrits comme des facteurs de croissance 
spécifiques et indispensables à la différenciation hématopoïétique. (Mayani et al 1993).  
8QUpVHDXGHIDFWHXUVGHWUDQVFULSWLRQFRQWU{OHDXVVLO¶HQJDJHPHQWGHV&6+HWGHVSURJpQLWHXUVYHUVOD
différenciation. Le facteur de transcription c-Myc est un acteur majeur, sous le contrôle de voies 
adhésives et morphogènes, de la différenciation des CSH. En effet, si une sous-population des CSH 
aux capacités de reconstitution à long terme exprime c-Myc, cela entraîne sa différenciation en CSH 
aux capacités à court terme. De plus, au début de la différenciation termLQDOH O¶DFWLYLWp GH c-Myc 
diminue pour permettre la sortie du cycle cellulaire et la progression vers les derniers stades de 
maturation (Wilson et al 2004).  
 
On notera aussi le rôle clé du facteur de transcription PU-1 dans le contrôle des CS+SXLVTX¶LODpWp
décrit que les CSH délétées pour PU- SUpVHQWHQW XQ GpIDXW G¶DXWR-renouvellement et de 
GLIIpUHQFLDWLRQ 'H SOXV &(%3Į XQ DXWUH IDFWHXU GH WUDQVFULSWLRQ HVW UHWURXYp LPSOLTXp GDQV OD
différenciation granuleuse. De façon intéressante il est fréquemment muté dans les LAM. Ainsi, les 
VRXULV GpILFLHQWHV SRXU &(%3Į SUpVHQWHQW XQ GpIDXW GH GLIIpUHQFLDWLRQ V¶DFFRPSDJQDQW G¶XQH




augmentation du nombre de progéniteurs myéloïdes et une augmentation des capacités 
G¶DXWRUHQRXYHOOHPHQWGHV&6+. (Rosenbauer et Tenen 2007, Zhang et al 2004) 
 
(Q FRQFOXVLRQ OHV FDSDFLWpV G¶DXWR-renouvellement et de maintenance face aux agressions 
PLFURHQYLURQQHPHQWDOHV HW DX YLHLOOLVVHPHQW GHV &6+ GpSHQGHQW GH O¶LQKLELWLRQ GX VWUHVV R[\GDQW
Dans ce dernier cas, la comparaison!,2! O¶H[SUHVVLRQJpQLTXHHQWUHGHV CSH jeunes et des CSH âgées a 
révélé une surexpression de P-sélectines et de NF-ʃ% VLJQDWXUH G¶XQ FRQWH[WH HQYLURQQHPHQWDO
inflammatoire. De plus, une dérégulation épigénétique dans les CSH âgées a été démontrée (Chambers  
et al 2007). In fine, ces anomalies devenus intrinsèques orientent majoritairement la différenciation des 
CSH vers le lignage myéloïde.  
  
2. Dérégulations des CSL et ciblage thérapeutique 
/DOHXFpPRJHQqVHV¶DSSXLHVXUXQHGprégulation des mécanismes clefs précédemment évoqués 
du contrôle des CSH et des progéniteurs, et la connaissance de ces mécanismes spécifiquement mis en 
MHXGDQVOHV&6/SHUPHWWUDG¶pODERUHUXQHWKérapeutique visant à les cibler tout en épargnant les CSH. 
/HV RSWLRQV WKpUDSHXWLTXHV G¶DYHQLU FRQFHUQHQW HVVHQWLHOOHPHQW OH EORFDJH GH O¶DXWR-renouvellement 
des CSL, la réversion de leur blocage de différenciation, mais aussi O¶LQGXFWLRQ G¶XQH DSRSWRVH
spécifique des CSL par rapport aux CSH, via un ciblage direct des CSL et/ou de leur 
microenvironnement.  
!
(Q  )UDPH HW =KHOHYD VRXOHYqUHQW O¶K\SRWKqVH TXH OD GpUpJXODWLRQ GH OD ɴ-caténine, premier 
pYqQHPHQW FOHI LPSOLTXp GDQV OD WUDQVIRUPDWLRQ OHXFpPLTXH Q¶LPSOLTXHUDLW SDV FRPPH pOpPHQW
LQLWLDWHXUO¶LQKLELWLRQGH*6.ɴ͘PDUODVXLWHO¶pTXLSHGH&OHDU\ en 2008 GpPRQWUHTXH*6.ȕVRXVVD
forme active, joue un rôle crucial dans la transformation tumorale des progéniteurs liée à MLL 
(mixed-lineage leukemia), oncoprotéine régulatrice de la chromatine de type méthyltransférase,  
retrouvée réarrangée dans 10% des leucémies dont plus de 70% sont des leucémies pédiatriques 
(Kristsov et Armstrong 2007). En effet, GSK3ȕ HQWUDvQH OD GpJUDGDWLRQ GH O¶LQKLELWHXU GX F\FOH
cellulaire p27 kip HW O¶XWLOLVDWLRQ G¶LQKLELWHXUV de GSK3ɴ inhibe spécifiquement la croissance et les 
capacités clonogènes des cellules MLL+/¶DEODWLRQGHV LVRIRUPHVĮRXȕGH*6. GLPLQXH O¶DXWR-
renouvellement des progéniteurs MLL+, ainsi que la progression de la leucémogénèse dans des souris 
transplantées. On peut souligner que les 2 isoformes sont redondantes pour la maintenance de la 
leucémie MLL et que 75 % de leur activité kinase est requise (Wang et al 2008 2010).  
(Q  *6.ȕ HVW LGHQWLILpH FRPPH XQH SURWpLQH UpJXODWULFH FOHI GHV FHOOXOHV VRXFKHV SUp-
cancéreuses dans les leucémies MLL qui sont ensuite transformées en cellules souches leucémiques 
via une suractivation de ODȕ-caténine (Yeung et al 2010) Enfin, la surexpression et la suractivation de 




GSK3ɴ sont associées aux LAM GHPDXYDLVSURQRVWLFVORUVG¶XQHpWXGH protéomique sur plus de 200 
cas. (Kornblau et al 2009). 
Ces publications ayant montré un rôle majeur de GSK3ɴ dans la transformation leucémique, nous 
focaliserons notre étude bibliographique sur la dérégulation des CSL et leur ciblage autour de GSK3ɴ͕
QRWUHVXMHWG¶pWXGH 
a. Dérégulation de l¶DXWR-renouvellement et de la prolifération  
Plusieurs voies de signalisation contrôlant l'auto-renouvellement des CSH  sont dérégulées dans 
les CSLODYRLH:QWȕ-caténine, la voie Notch, la voie des gènes Polycomb dont Bmi1, la voie PTEN 
ou encore la voie des facteurs HOX (Huntly et Gilliland 2005; Pardal et al 2003).  
 
a.1 *6.ȕ+2;HWFHOOXOHVLQLWLDWULFHVdes leucémies 
Plusieurs gènes HOX KRPHRER[ LPSOLTXpV GDQV O¶DXWR-renouvellement et le maintien des 
propriétés des CSH, ont été trouvés associés à la survenue des LAM  (Look 1997, Faber et al 2009). 
Ainsi la translocation t(7;11)(p15;p15) qui conduit à la fusion du gène HOXA9 et du gène NUP98 
codant pour la nucléoporine est retrouvée dans les LAM2 et 4 (Borrow et al 1996). GSK3ɴ est connue 
pour promouvoir le programme transcriptionnel des gènes HOX. Son association avec le facteur 
transcriptionnel CREB permet à GSK3ɴ de favoriser le potentiel oncogénique du complexe de 
transcription HOX9/MEIS dans les cellules initiatrices des leucémies (Zwang et al 2010). Auparavant, 
la surexpression de HOXA9 avait été déjà décrite comme un facteur de mauvais pronostic dans les 
LAM (Golub et al 1999). 
a.2 *6.ȕɴ-caténine et cellules souches pré-cancéreuses 
La voie Wnt QpFHVVDLUHjO¶DXWR-renouvellement des CSH serait dérégulée dans les LAM engendrant 
une prolifération anarchique des CSL (Mikesch et al 2007), même si elle semble avoir un rôle limité 
dans la leucémogenèse aiguë (Zhao et al 2007). Les protéines de fusion caractéristiques des LAM 
telles que AML1-ETO, PML-RARɲ, PLZF-RARɲ activent la signalisation Wnt en induisant la Ȗ23 ȕ-
caténine et les gènes cibles de TCF/LEF (Muller-Tidow et al 2004 ; Zheng et al 2004).  
Cependant, la seule suractivation de la voie Wnt/ɴ-caténine entraîne surtout une augmentation 
excessive du pool de CSH mais ne semble pas capable de provoquer une leucémie (Kirstetter et al 
2006 ; Scheller et al 'DQVXQHpWXGHUHJURXSDQWSDWLHQWVLODpWpPRQWUpTXHO¶H[SUHVVLRQGH
la ɴ-caténine corrèle avec les capacités clonogènes des CFU-/ DYHF O¶DXWR-renouvellement des 
cellules leucémiques et représente donc in fine un nouveau facteur de mauvais pronostic (Ysebeart et 
al 2006).  
Récemment, une étude a décrit de façon plus précise, la fonction potentielle de la ɴ-caténine dans le 
développement des CSL MLL+ /¶RQFRJqQH0// WUDQVIRUPH OHV &6+ HQ SUp-CSL en augmentant 
OHXUV FDSDFLWpV G¶DXWR-renouvellemeQW HW HQ DFWLYDQW OD YRLH *6.ȕ &HV SUp-CSL sont capables 




G¶LQLWLHU HW GH PDLQWHQLU XQH OHXFpPLH FKH] OD VRXULV /D VXUYHQXH G¶pYqQHPHQWV JpQpWLTXHV RX
pSLJpQpWLTXHVFRQGXLWjXQHVXUDFWLYDWLRQGHODYRLH:QWȕ-caténine qui permet la conversion pré-CSL 
en CSL &HV GHUQLqUHV QH VRQW SOXV GpSHQGDQWHV G¶XQH YRLH *6.ȕ HW GHYLHQQHQW UpVLVWDQWHV DX[
LQKLELWHXUV GH *6.ȕ &HSHQGDQW LO IDXW QRWHU TX¶XQH EDLVVH GH ȕ-caténine ne réverse que 
partiellement les LSC en pré-CSL (Yeung et al 2010). 
A contrario, F¶HVW XQH *6.ɴ possédant une activité kinase déficiente qui semble impliquée dans 
O¶DFXWLVDWLRQGHV/0&(QHIIHWOHV/0& SURJUHVVHQWG¶XQHSKDVHFKURQLTue à une crise dite blastique 
caractériVpH SDU XQH GpUpJXODWLRQ GH OD ȕ-caténine dans les progéniteurs granulomonocytiques. Ce 
« pool ª GH SURJpQLWHXUV FRQWLHQW OHV &6/ HW HVW FDUDFWpULVp SDU O¶H[LVWHQFH GH IRUPHV épissées de 
*6.ȕpSLVVDJH  au niveau du domaine kinase, exons 8 et 9). De façon intéressante, ces isoformes 
épissées ne sont pas détectées dans les progéniteurs myéloïdes normaux. La réintroduction du gène 
SOHLQH WDLOOH GH*6.ȕ GLPLQXH OD SULVH GH JUHIIH GH O¶pFKDQWLOORQ OHXFpPLTXH GX SDWLHQW. Ainsi, la 
LMC initiée SDU O¶H[SUHVVion de BCR-Abl dans un clone CSH progresse vers la phase acutisée via 
O¶pSLVVDJH GH*6.ȕ dans les progéniteurs, augmentant ainsi le WDX[GHȕ-caténine nucléaire HWO¶DXWR-
renouvellement des CSL (Jamieson et al 2004 ; Abrahamsson et al 2009). Il reste cependant à élucider 
les mécanismes responsables de cet épissage alternatif. Il est à noter que des formes épissées de 
GSK3ɴ sont également retrouvées dans les maladies neurodégénératives telles que les maladies 
G¶$O]KHLPHUHWde Parkinson.  
 
a. 3 *6.ȕ et thérapie 
Des études pré-cliniques ont démarré sur un modèle murin de leucémie MLL, montrant que 
O¶LQKLELWLRQ GH *6.ɴ supprLPH O¶DFWLYDWLRQ GX FRPSOH[H +2;/Pbx/Meis1/CREB responsable de 
O¶DXWR-renouvellement (Wang et al 2010). Enfin, l¶pSLVVDJH de GSK3ɴ pourrait conduire à terme à un 
nouvel outil diagnostique et thérapeutique. 
 
b. Blocage de la différenciation myéloïde 
Certaines leucémies sont fréquemment associées à la présence de gènes de fusion codant pour 
des protéines aberrantes, ce qui aboutit à l'activation de voies de signalisation ou de régulateurs de la 
transcription souvent directement impliqués dans la différenciation hématopoïétique. La plupart des 
SURWpLQHV GH IXVLRQ DVVRFLpHV DX[ /$0 FRQWLHQQHQW XQ IDFWHXU GH WUDQVFULSWLRQ $0/ &%)ȕ RX
5$5ĮDVVRFLpjXQDXWUHIDFWHXUOHSOXVVRXYHQWLPSOLTXpGDQV le contrôle de l'apoptose et la survie 




3, le GM-CSF ou le récepteur au M-CSF. On peut également citer les facteurs de transcription PU.1 et 
&%3Į TXL MRXHnt XQ U{OH HVVHQWLHO GDQV O¶KpPDWRSRwqVH QRUPDOH HW QRWDPPHQt la différenciation 




myéloïde et dont il a été retrouvé des mutations chez certains patients atteints de LAM (Durual et al 
2007). La protéine de fusion PML-5$5ĮFDUDFWpULVWLTXHGHV/$0 inhibe la transcription des gènes 
FRQWU{OpV SDU 5$5Į Ce remaniement a lieu dans une CSH déjà engagée dans un processus de 
maturation, ce qui explique le processus rapide de différenciation cellulaire observé après 
DGPLQLVWUDWLRQGHO¶$75$(Speck et Gilliland 2002). 
,O HVW j QRWHU TX¶XQ pYHQWXHO U{OH GH*6.ɴ dans la régulation des ces différents facteurs de 
WUDQVFULSWLRQQ¶HVWSRXUO¶LQVWDQWSDVFRQQX 
 
c. Régulation épigénétique  
+RUPLVGHVPXWDWLRQVGLUHFWHVGHO¶$'1GHJqQHVHVVHQWLHOVO¶H[SDQVLRQG¶XQHFHOOXOHFDQFpUHXVHHVW
IUpTXHPPHQWDVVRFLpHjGHVPRGLILFDWLRQVpSLJpQpWLTXHVF¶HVW-à-dire non directement codées par 
OD VpTXHQFH GH O¶$'1 3DUPL FHV PRGLILFDWLRQV pSLJpQpWLTXHV O¶DFpW\ODWLRQ GHV KLVWRQHV HW OD
PpWK\ODWLRQGHO¶$'1VHPEOHQWMRXHUXQU{OHLPSRUWDQW'HVIDFWHXUVFRPPH3E[(Ficara et al 2008), 
Mi-2b, p53, Egr, Ev-1, Bmi-1 et Menin participent à la promotion de la quiescence et au maintien du 
SKpQRW\SH VRXFKH HQ UpJXODQW OD WUDQVFULSWLRQ HW O¶pSLJpQpWLTXH De plus, il est connu que les 
progéniteurs CD34+ humains traités in vitro par des agents inhibant les ADN méthyltransférases ou les 
HDAC (histone déacétylase) ont une activité de reconstitution plus élevée dans des souris NOD/SCID 
(De Felice et al 2005).  
'DQV OHV /$0 O¶K\SHUPpWK\ODWLRQ GH O¶$'1 FRQGXLW j XQH DEHUUDQWH PLVH HQ VLOHQFH GH FHUWDLQV
gènes (p15INK4B, p21, Estrogène 5pFHSWHXUĮ CACC1, HIC-E, E-cadhérine) et notamment de gènes 
dit suppresseur de tumeur. 
La méthylation pourrait également jouer un rôle dans la leucémogenèse, de plus chaque leucémie 
pourrait être caractérisée par une signature épigénétique particulière. 1RXVSUHQGURQVO¶H[HPSOHGHOD
leucémie présentant le transcrit de fusion AML1-MTG16. En effet, 5 gènes impliqués dans la 
UpJXODWLRQGHO¶KpPDWRSRwqVHVRQWUHWURXYpVIRUWHPHQWUpSULPpV)FHUD7FIHF3WSUFDS)UO0JPW
dans ces leucémies. Par exemple, le gène de Mgmt code pour une eQ]\PHGHUpSDUDWLRQGHO¶$'1LO 
est retrouvé fréquemment hyperméthylé dans les leucémies. Le profil chromatinien de ces 5 gènes est 
FDUDFWpULVpSDUXQHWULPpWK\ODWLRQUpSUHVVLYHGHO¶KLVWRQH+VXJJqUDQWTXHOH transcrit AML1-MTG16 
recrute une HDAC et une histone méthyltransférase (Rossetti et al 2007). 
2QSHXW DXVVL VRXOLJQHU O¶LPSRUWDQFHGH O¶RQFRJqQH0// PL[HG OLQHDJH OHXNHPLDGDQV OHV/$0
&¶HVWXQHPpWK\OWUDQVIpUDVHUHWURXYpHUpDUUDQJpHGDQVGHVOHXFpmies (Marschalek 2011). 
La LAM3 est caractérisée par la translocation chromosomique t(15 ;17) (q22 ; q21) remaniant les 
gènes PML (Promyelocytic leukemia) et RAR ɲ (Retinoic Acid Receptor) pour produire 
O¶RQFRSURWpLQH 30/-RARɲ. Elle agit comme un dominant négatif sur la transcription de gènes 
contrôlés par RARɲ, notamment via le recrutement aberrant de complexes corépresseurs nucléaires 
(NcoR) telles que les HDAC (Melnick et Licht 1999). 




Dans ce contexte, une stratégie thérapeutique actuellement très prometteuse consiste à corriger ces 
HUUHXUV pSLJpQpWLTXHV j O¶DLGHGH FRPSRVpVPRGXODQW O¶DFpW\ODWLRQGHVKLVWRQHV HW ODPpWK\ODWLRQGH
O¶$'1XWLOLVpVVHXOVRXHQFRPELQDLVRQDYHFG¶DXWUHVDJHQWVDQWLFDQFpUHX[ 
/¶XWLOLVDWLRQ G¶DJHQWV K\SRPpWK\ODQWs qui sont des analogues pyrimidiques (5-Azacitidine et 
GpFLWDELQH IDLW O¶REMHW G¶XQ HVVDL FOLQLTXH GH SKDVH ,,, GDQV OH WUDLWHPHQW GX V\QGURPH
myéloprolifératif et montre un bénéfice en terme de survie. 
/¶LQKLELWLRQGHO¶DFWLYLWpGHV+'$&SDUO¶DFLGHYDOSURwTXHHVWDXssi une approche thérapeutique  
8Q WUDLWHPHQW FRPELQDQWXQDJHQWGpPpWK\ODQWHW XQ LQKLELWHXUG¶+'$&VHPEODLW DWWUDFWLI avec un 
taux de réponse positive pour 38% des patients présentant une LAM ou un syndrome 
myéloprolifératif, PDLVOHGpYHORSSHPHQWG¶HQFéphalopathies remet en cause ce traitement. Une autre 
FRPELQDLVRQ VHPEOH SURPHWWHXVH FHOOH GH O¶DFLGH YDOSURwTXH DYHF XQ$& DQWL&' FRXSOp j XQH
toxine comme le suggèrent des études in vitro sur des lignées cellulaires leucémiques (Ten Cate et al 
2007). 
 
d. Régulation du métabolisme oxydatif et énergétique 
/¶KRPpRVWDVLH UHGR[ UpVXOWHGH OD UpJXODWLRQGH ODEDODQFH HQWUH ODSURduction des ROS et les 
systèmes antioxydants (Kil et al 2006). Une dérégulation persistante de cet équilibre conduit au stress 
oxyGDQW 'H QRPEUHXVHV pWXGHV PRQWUHQW TX¶XQ VWUHVV R[\GDQW PRGpUp PDLV SHUVLVWDQW IDYRULVH OD
carcinogenèse et pourrait donc participer à la leucémogénèse. Suite au séquençage des LAM, des 
mutations au niveau des enzymes isocitrate déshydrogénase cytosolique (IDH1) et mitochondriale 
,'+ RQW pWp UpFHPPHQW LGHQWLILpHV &HV HQ]\PHV FDWDO\VDQW OD FRQYHUVLRQ GH O¶LVRFLWUDWH HQ Į-
cétoglutarate avec la formation de NADPH, sont mutées dans près de 25% des cas (Paschka et al 
2010). La mutation conduit à une nouvelOHDFWLYLWpHQ]\PDWLTXHUHVSRQVDEOHGHODFRQYHUVLRQGHO¶Į-
FpWRJOXWDUDWHĮ-CG) en 2-hydroxyglutarate (2-HG), en consommant du NADPH Le NADPH est un 
FRHQ]\PH FOp GH OD UpJXODWLRQ GH O¶KRPpRVWDVLH UHGR[ HQ UpJpQpUDQW OH SRRO GH JOXWDWKLRQ UpGXLW
antioxydant majeur participant à la détoxification des ROS. 'H SOXV O¶DFWLYLWp GHs O¶,'+ HVW
augmentée dans les blastes leucémiques comparée aux cellules normales. Les enzymes IDH1 et 2 
DXUDLHQWXQU{OHPDMHXUGDQVODSURGXFWLRQGH1$'3+HWO¶KRPpRVWDVLHUHGR[GHV blastes leucémiques. 
2QSHXWGRQFVXSSRVHUTXHFHVPXWDWLRQVDIIHFWHUDLHQWO¶KRPpRVWDVLHUHGR[FUpDQWXQHQYLURQQHPHQW
pro-oxydant favorable à la leucémogénèse. Il est à noter que les mutations IDH sont stables puisque 
retrouvées à la rechute, et leur détHFWLRQHVW IDFLOHSXLVTX¶HOOHVVRQWDVVRFLpHVj OD OLEpUDWLRQGDQV OH
VDQJG¶XQIRUWWDX[GH-HG. 
 
Les enzymes IDHs jouent un rôle essentiel dans le métabolisme cellulaire (Reitman et Yan, 2010). 
/¶,'+ HVW XQH HQ]\PH GX F\FOH GH .UHEV SDUWLFLSDQW j OD SURGXFWLRQ G¶pQHUJLH ,'+ HW ,'+
participent à la dégradation des acides aminés (glutamine) et à la synthèse des acides gras. De plus, les 
HQ]\PHV ,'+HW  PXWpHV HQ FRQVRPPDQW O¶Į-&* UpGXLVHQW O¶DFWLYLWp GH FHUWDLQHV GLR[\JpQDVHV




dépendantes de ce substrat. Le 2-HG produit pourrait en plus se comporter comme un inhibiteur 
compétitif. Les prolyl-K\GUR[\ODVHVVRQWGHVHQ]\PHVGpSHQGDQWHVGH O¶Į-CG. Elles sont impliquées 
GDQV OD GpJUDGDWLRQ GH O¶K\SR[LD LQGXFWLEOH IDFWRU +,)-Į 5HLWPDQ HW <DQ  $LQsi, les 
PXWDWLRQV ,'+ HW  IDYRULVHQW OD VWDELOLVDWLRQ G¶+,)-Į IDFWHXU UpJXODQW OD WUDQVFULSWLRQ GH JqQHV
LQGXLWVSDUO¶K\SR[LHHWFRQGXLVHQWjGHVPRGLILFDWLRQVGXPpWDEROLVPHpQHUJpWLTXHjODVWLPXODWLRQ
GHO¶LQYDVLRQHWGHO¶DQJLRJpQqVH'HPrPHODGLVSRQLELOLWpUpGXLWHHQĮ-CG altère le fonctionnement 
G¶XQH DXWUH GLR[\JpQDVH 7(7 HQ]\PH GpPpWK\ODQW O¶$'1 FH TXL LQGXLW XQH K\SHUPpWK\ODWLRQ
DEHUUDQWH GH O¶$'1 VLJQDQW OD SUpVHQFH G¶XQHPXWDWLRQ VXU O¶XQH GHV ,'+ '¶DXWUHV GLR[\JpQDVHV
pourraient également être altérées par ces mutations, ce qui pourrait induire une reprogrammation plus 
globale des cellules présentant des mutations IDH1 ou 2 telle que la mise en place de voies 
métaboliques spécifiquement liées à la présence de ces mutations (Figueroa et al 2010). 
 
e3URWHFWLRQFRQWUHO¶DSRSWRVH 
Les cellules leucémiques sont souvent capables d'échapper à la mort cellulaire programmée et 
d'augmenter ainsi leur survie dans la moelle osseuse. Or, l'apoptose est contrôlée par différents 
intermédiaires parmi lesquels les protéines anti-apoptotiques Bcl-2, Bcl-xl, XIAP, MCL-1, et les 
récepteurs de mort cellulaire tels que Fas et le TNF-R (Kaufmann et al 1998 ; Konopleva et al 2002). 
In fine, des facteurs de transcription comme NF-ʃB joue un rôle clef dans la survie des cellules 
leucémiques. 
 
La dérégulation des protéines de la famille Bcl-2 joue un rôle important dans la leucémogenèse. Il a 
été montré que la protéine AML1-ETO stimule directement la surexpression de Bcl-2 en se fixant sur 
son promoteur (Klampfer et al 1996). Les cellules leucémiques expriment Bcl-2 à un niveau plus élevé 
que leur contrepartie normale et des mutations activatrices de Bcl-xl ont été retrouvées dans les LAM. 
(Delia et al 1992; Packham et al 1998). Dans un modèle de leucémie lymphoïde chronique Billadeau 
PRQWUH TXH *6.ȕ UpJXOH O¶DFWLYDWLRQ GH 1)-ț% SRXU OD WUDQVFULSWLRQ VSpFLILTXH GHV JqQHV DQWL-
apoptotiques XIAP et Bcl-2, responsables de la survie des cellules B de LLC. (Ougolkov et al 2007).  
/HV WUDYDX[ GH 'ROQLNRY PRQWUHQW TXH OH %,2 LQKLELWHXU GH *6.ȕ FLEOH SUpIpUHQWLHOOHPHQW OHV
blastes leucémiques proliférants et les cellules leucémiques CD34+. Il faut cependant noter que les 
cellules leucémiques de phénotype plus immature CD34+CD38- sont plus résistantes et nécessitent un 
WUDLWHPHQWjSOXVIRUWHFRQFHQWUDWLRQ/¶DSRSWRVHGHVFHOOXOHVOHXFpPLTXHVLQGXLWHSDUOH%,2HVWOLpHj
une baisse de facteurs pro-survie tel que Bcl-2. De plus, un traitement ex vivo des cellules leucémiques 
de patients LAM par le BIO diminue leur prise de greffe. (Song et al 2010) 
 
A la différence des CSH, NF-NB est constitutivement transloquée et activée dans le noyau des CSL 
(cellules CD34+CD38-) et les blastes de LAM (Guzman et al 2001;2002). De façon intéressante, les 




WUDYDX[ GH *X]PDQ PRQWUHQW TXH O¶LQKLELWLRQ GH 1)-NB par le MG132, inhibiteur du protéasome, 
LQGXLWO¶DSRSWRVHGHV&6/HWpSDUJQHOHV&6+ Sur la base de ces travaux un essai clinique de phase 
I/II avec le Bortezomib est en cours (Attar et al 2008). Une autre manière G¶LQKLEHU NF-NB est 
O¶XWLOLVDWLRQ G¶XQ DQDORJXH GX SDUWKpQROLGH OH '0$37 ,O LQGXLt une mort rapide des CSL de 
leucémies myéloïdes et lymphoïdes, tout en épargnant les cellules hématopoïétiques normales 
(Guzman et al 2007).  
Selon le contexte microenvironnemental HWO¶pWDWGHSUROLIpUDWLRQPDWXUDWLRQGHVFHOOXOHVOHXFpPLTXHV, 
O¶DFWLYDWion de NF-NB pourrait dépendre de la voie PI3K/Akt ou de la voie *6.ȕ FRPPH QRWUH
pTXLSHO¶Ddémontré (De Toni et al 2006). En effetHQVLWXDWLRQG¶DGKpVLRQRXG¶LQKLELWLRQGHODYRLH
WntF¶HVWODYRLHG¶DFWLYDWLRQ*6.ɴ dépendante de NF-NB TXLVHUDLWSULYLOpJLpH6LO¶LQKLELWLRQGX
protéasome permet de séquestrer NF-NB par ,ț% dans le cytoplasme, il se pourrait néanmoins que 
FHWWHDSSURFKH WKpUDSHXWLTXHVRLW LQHIILFDFHGDQV OHV&6/R O¶DFWLYDWLRQGHNF-NB par GSK3ɴ est 
LQGpSHQGDQWHG¶,ț%. 
 
Certaines leucémies ont pu être associées à des pertes de fonction du récepteur Fas (Bouscary et al 
1997; Iijima et al 1997). Des déficiences de la voie Fas ont été retrouvées dans les blastes de plusieurs 
patients atteints de leucémies granulocytaires (Liles et al 1996; Robertson et al 1995). Des souris 
doubles transgéniques à la fois déficientes pour Fas et surexprimant Bcl-2 développent une LAM dans 
15% des cas (Traver et al 1998). Concernant les récepteurs de mort, le rôle de GSK3ɴ pourrait être 
critique pour bloquer O¶DSRSWRVH (De Toni et al 2006).   
 
La télomérase, qui inhibe le raccourcissement des télomères au cours des divisions cellulaires et ses 
mutations ont été associées à des syndromes myélodysplasiques (Yamaguchi et al 2005). Pour pouvoir 
surmonter la «crise télomérique» UHVSRQVDEOHGHODVpQpVHQFHHWGHO¶DSRSWRVH, les cellules ont mis en 
place des voies spécifiques de survie. Il est important de rappeler que O¶DFWLYDWLRQGH*6.ȕDXJPHQWH
O¶H[SUHVVLRQde hTERT sous-unité catalytique de la télomérase, et que ces effets sont associés à une 
diminution de O¶H[pression de p53et de p21. (Mai et al 2009).  
 
&RQFHUQDQW O¶pWDWGHchimiorésistance des CSL, il V¶H[SOLTXHSDU OHXUpWDWGHTXLHVFHQFHHWDXVVLSDU
leur capacité à effluer et  métaboliser les drogues. L¶H[SUHVVLRQ membranaire GH SURWpLQHV G¶HIIOX[ 
telles que PgP, MRP1 ou Brcp1/ABCG2 et celle de O¶$/'+ UHVSRQVDEOH GH O¶R[ydation des 
aldéhydes intracellulaires est corrélée à la chimiorésistance des cellules leucémiques (Zhou et al 2001 ; 
Hess et al 2004 ; de Figueiredo-Pontes et al 2008). 
 
 




f. Résistance et adhésion cellulaire 
/¶DGKpVLRQHVWFRPPHSRXUOHV&6+XQSDUDPqWUHLPSRUWDQWGHODVXUYLHHWGHODUpVLVWDQFH
des CSL. Pour résister aux stress cellulaires HQYLURQQHPHQWDX[O¶DGKpVLRQGHVFHOOXOHVVXUXQVXSSRUW
matriciel ou cellulaire, notamment via O¶HQJDJHPHQW GHV LQWpJUines, entraîne différentes voies de 
VLJQDOLVDWLRQSHUPHWWDQWOHEORFDJHGHVUpFHSWHXUVGHPRUWO¶DUUrWGXF\FOHFHOOXODLUHO¶LQKLELWLRQGHs 
protéines mitochondriales pro-apoptotiques HW O¶LQGXFWLRQ GH OD YRLH -1. LQGXLWH SDU OH VWUHVV
O¶DFWLYDWLRQGXIDcteur de transcription NF-ț%HWO¶H[SUHVVLRQGHPROpFXOHVDQWL-apoptotiques. Tous ces 
mécanismes contribuent à la résistance aux drogues de chimiothérapie responsable de la maladie 
résiduelle. Les processus de résistance des cellules cancéreuses aux traitements cytotoxiques en 
conditions adhésives sont regroupés sous le terme CAM-DR (cell adhesion mediated- drug resistance) 














Figure 30: Voies de signalisation induisant la CAM -DR en réponse à un stress génotoxique. $ODVXLWHG¶XQ
traitement chimiothérapique ou de radiations ionisantes, FAK, en interagissant avec les intégrines, permet 
G¶DFWLYHUGLIIpUHQWHVYRLHV : la voie PI-3K/Akt, qui favorise la survie par la survivine ou par les protéines anti-
apoptotiques cIAP-2 (cellular inhibitor of apoptosis 2), XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis protein) et Bcl-xl, 
et la voie JNK (Jun amino-terminal kinase). FAK inhibe aussi la voie de signalisation en aval des récepteurs de 
mort, comme TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand), FHTXLHPSrFKHO¶DSRSWRVHSDUOHVFDVSDVHVHW
8. En aval de la liaison des intégrines avec un ligand de la MEC, plusieurs processus de résistance sont 
déclenchés  O¶DFWLYDWLRQ GX IDFWHXU DQWL-apoptotique NF-ʃB et des voies MAPK (Mitogen activated protein 
kinaseSSHWS O¶LQGXFWLRQGHVSURWpLQHVDQWL-apoptotiques de la famille Bcl-2 et inhibitrices du cycle 
FHOOXODLUHFRPPHSHWO¶LQKLELWLRQGHVSURWpLQHVDQWL-apoptotiques, Bax et Bim. 
 




Le contact direct entre les cellules leucémiques et les cellules stromales protège les blastes de 
O¶DSRSWRVH HQ condition de privation sérique (Bendall et al 1994) RX ORUV G¶XQH SULYDWLRQ HQ 6&)
(Liesveld et al 1996). La co-culture de blastes avec des lignées stromales humaines ou murines 
entraîne une augmentation de la survie cellulaire et une résistance à l'action cytotoxique des 
chimiothérapies telles que la daunomycine ou la cytarabine (Garrido et al 2001)Konopleva et al 2002). 
Cette protection passe par une modulation de l'expression des protéines anti-apoptotiques Bcl-2 et Bcl-
xl qui augmentent lors du contact avec le stroma. La voie de signalisation Integrin-linked kinase 
ILK/PI-3K/Akt, activée par contact avec le stroma, pourrait favoriser cet effet protecteur (McQueen et 
al 2006; Tabe et al. 2007)/¶DGKpVLRQGHVFHOOXOHVOHXFpPLTXHVVXUGHVRVWpREODVWHVLPPDWXUHV induit 
leur chimiorésistance selon nos résultats (De Toni et al 2006). 
 
Matsunaga et ses collaborateurs ont impliqué la voie de survie et de chimiorésistance PI-3K/Akt/Bcl-2 
lors de O¶LQWHUDFWLRQ HQWUH O¶LQWpJULQH Įȕ HW OD ILEURQHFWLQH in vitro(QVXLWH j O¶DLGH G¶XQPRGqOH
PXULQGHPDODGLHUpVLGXHOOHLOVRQWPLVHQpYLGHQFHTXHODFRPELQDLVRQG¶XQDQWLForps bloquant anti-
Į HW G¶XQH DQWKUDF\OLQH SHUPHWWDLW G¶REWHQLU XQ SRXUFHQWDJH GH VXUYLH GH  Matsunaga et al 
 (WDQW GRQQp TXH O¶LQWpJULQH Įȕ HVW H[SULPpH j OD VXUIDFH GHV EODVWHV OHXFpPLTXHV HW GHV 
cellules impliquées dans les processus inflammatoires, son ciblage thérapeutique revêt une grande 
LPSRUWDQFHGDQV OD WKpUDSLHGHV/$0 WDQW DXQLYHDXGH O¶pUDGication des CSL, que du contrôle de 
O¶LPPXQLWp pro-tumorale. 
Cependant, un autre récepteur PDMHXUGHODILEURQHFWLQHHVWO¶LQWpJULQHĮȕ(lle est surexprimée à la 
surface des blastes leucémiques par rapport aux cellules CD34+ normales et pourrait être impliquée 
elle aussi dans la CAM-DR des cellules leucémiques in vivo et in vitro (De Waele et al 1999 ; 
Damiano et al 2001). Après stimulation des cellules leucémiques in vitro par le SCF, il y a 
DXJPHQWDWLRQ GH O¶LQWHUDFWLRQ HQWUH O¶LQWpJULQH HW OD ILEURQHFWLQH ce qui supporte son action anti-
apoptotique (Bendall et al 1998).  
Dans un modèle de survie au stress de déprivation spULTXHOHVUpVXOWDWVGHO¶pTXLSHGpPRQWUHQW que les 
cellules leucémiques U937 mettent en place une voie de signalisation spécifique, après adhésion sur 
une matrice de fibronectine. Cette voie implique essentielOHPHQW O¶DFWLYDWLRQ GH GSK3ɴ par sa 
déphosphoU\ODWLRQ VXU VpULQH  LQGXLWH SDU OD SKRVSKDWDVH 33$ DSUqV HQJDJHPHQW GH O¶LQWpJULQH
ɲ5ɴ &HSHQGDQW O¶DXWUH LQWpJULQH UpFHSWHXU GH OD ILEURQHFWLQH ɲ4ɴ1, semble jouer un rôle 
FRPSOpPHQWDLUHPDMHXUTXLHVWGHPDLQWHQLUXQQLYHDXEDVDOG¶H[SUHVVLRQGH*6K3ɴ, et de favoriser la 
localisation nucléaire de sa forme activée tyrosine phosphorylée, en coopération avec la tyrosine 
kinase Pyk2. /¶DFWLYDWLRQGH*6.ɴ en aval de ces 2 intégrines est alors responsable de la survie des 
cellules leucémiques de la lignée U937 (De Toni-Costes et al 2010) (Figure 31). 
 

















Figure 31: Schéma hypothétique des régulations différentielles de GSK3ɴ par les intégrines ɲ4ɴ1 et ɲ5ɴ1 
dans les cellules leucémiques en réponse à un stress microenvironnemental. 
 
$ O¶KHXUH DFWXHOOH GHX[ DQWDJRQLVWHV GH O¶LQWpJULQH Įȕ VRQW HQ FRXUV G¶HVVDL FOLQLTXH HQ WDQW
TX¶DJHQWVDQWL-tumoraux O¶$71-HWOH9RORFL[LPDE,OVRQWSRXUDFWLRQGHEORTXHUO¶DQJLRJHQqVH
&HSHQGDQWG¶DSUqVODOLWWpUDWXUHHWOHVUpVXOWDWVGHVWUDYDX[H[SpUimentaux sur des cellules de patients 
DWWHLQWV GH /$0 GHV DQWDJRQLVWHV GH FHWWH LQWpJULQH SRXUUDLHQW rWUH WUqV SURPHWWHXUV SXLVTX¶LOV
pourraient agir à plusieurs niveaux : sur la mobilisation des CSL de la niche, en empêchant leurs 
interactions avec les ostéoblastes et la matrice extracellulaire leucémique, VXUO¶LQKLELWLRQGXSURFHVVXV
de CAM-'5 HQ FRQWUHFDUUDQW O¶HIIHW SURWHFWHXU SURFXUp SDU O¶DGKpVLRQ HW VXU O¶LQKLELWLRQ GH OD
prolifération. Très récemment, un anticorps humanisé neutralisant anti-ĮȕDpWpV\QWKpWLVpLQKLEDQW
O¶DGKpVLRQHWODPLJUDWLRQGHFHOOXOHVFDQFpUHXVHVIDYRULVDQWPrPHOHSKpQRPqQHG¶$'&&DQWLERG\
dependent cellular cytotoxiFLW\/HGHJUpG¶HIILFDFLWpGHFHWDQWLFRUSVFRUUqOHDYHFO¶H[SUHVVLRQG¶Į
O¶LQILOWUDtion HW O¶DFWLYLWpGHV1DWXUDONLOOHU et des macrophages, cellules immunitaires indispensables 
SRXUPpGLHUO¶DFWLYLWpDQWLWXPRUDOH 
0DLVVHORQOHVFRQGLWLRQVG¶DFWLYDWLRQFHOOXODLUHOHVLQWpJULQHVĮȕHWĮȕSHXYHQWDYRLUGHVDFWLRQV
synergiques ou antagonistes. En effet, Kapur a démontré, dans des cellules hématopoïétiques 
progénitrices, que ces deux intégrines avaient des effets opposés sur la survie et la prolifération 
FHOOXODLUHVQpJDWLIGDQVOHFDVGHO¶LQWpJULQHĮȕHWSRVLWLISRXUĮȕKapur et al /¶XQH des 




causes probable de cet antagonisme provient du fait que ces deux intégrines ont des domaines de 
liaison à la fibronectine différent et une signalisation en aval spécifique. 
 
Enfin, le CD44 surexprimé à la surface des CSL a récemment émergé comme une nouvelle cible 
WKpUDSHXWLTXHLQWpUHVVDQWH/¶expression du variant 6 chez les patients atteints de LAM semble corréler 
avec une survie globale plus faible (Legras et al 1998). /¶XWLOLVDWLRQ G¶XQanticorps bloquant de cette 
isoforme  induit la différenciation des cellules leucémiques, particulièrement dans les sous-types M1à 
M5 (Charrad et al 1999) et dans certains cas  un bloquage de leur prolifération et à terme leur apoptose 
(Charrad et al 2002 ; Gadhoum et al 2004 ; Arthus et al 2006). De façon intéUHVVDQWHO¶pWXGHGH'LFN
montre que cet anticorps anti-CD44 éradique spécifiquement les CSL in vivo en bloquant leurs 
capacités de homing au sein de la niche hématopoïétique. (Jin et al 2006). Eventuellement, il a été 
supposé TXHO¶HIIHW thérapeutique pourrait être le fruit de la clairance immune des CSL opsonisées par 
O¶$F -LQ HW DO  7DXVVLJ HW DO  A côté du ciblage des récepteurs adhésifs, le ciblage du 
PLFURHQYLURQQHPHQWSRXUUDLWV¶RULHQWHUYHUVGHVSURWpLQHVPDWULFLHOOHVUn ciblage de O¶RVWpRSRQWLQH
afin de diminuer son expression et son rôle de support des CSL dans la niche hématopoïétique pourrait 
être envisagé avec un anticorps neutralisant (Powell et al 2009). 
 
g. Ciblages thérapeutiques en perspective 
Nous avons vu que le ciblage thérapeutique du microenvironnement adhésif pourrait être intéressant 
GDQV OH IXWXU '¶DXWUHV Wypes de cibles, (métabolique, hormonale, cytokines, récepteurs de surface) 
semblent émerger. 
 
Un nouveau mécanisme de chimiorésistance a été, également, mis en évidence dans les LAL. Les 
cellules mésenchymateuses de moelle osseuse leucémique produisent de grandes quantités 
G¶DVSDUDJLQHV\QWKpWDVHTXLSURWqJHOHVEODVWHVOHXFpPLTXHVjSUR[LPLWpGHFHVFHOOXOHVVWURPDOHVGHV
HIIHWVGpOpWqUHVG¶Xn traitement à O¶DVSDUDJLQH(Williams 2007). 
 
La PTH affecte différemment les CSH et les CSL ce qui pourrait permettre un ciblage spécifique 
(Scadden 2007).  
'HIDoRQLQWpUHVVDQWHLODpWpUDSSRUWpTX¶XQWUDLWHPHQWSDUO¶HVWUDGLRORXVHVGpULYpVDGHVSURpriétés 
anti-leucémiques/¶HVWUDGLRO LQGXLW XQ EORTXDJH GX F\FOH FHOOXODLUH HQ SKDVH*0HW DXJPHQWH OH
stress oxydatif LQWUDPLWRFKRQGULDO UHVSRQVDEOH GH O¶LQGXFWLRQ GH O¶DSRSWRVH '¶XQ SRLQW GH YXH
mécanistique, O¶HVWUDGLRO GLPLQXH O¶DFWLYLWp GH OLDLVRQ j O¶$'1GX IDFWHXU1)-ʃ% HW O¶DFWLYLWp GH OD
PI3K. /¶LQKLELWLRQGHFHVGHX[YRLHVFRQFRXUWjODGLPLQXWLRQGHO¶H[SUHVVLRQGHF-Myc, leur effecteur 
final, responsable de la survie et de la prolifération des cellules leucémiques (Chow et al 2008). 





et représentent donc des pistes à explorer (Passegue et Ernst 2009 ; Sipkins 2009). !
 
Le CD33 est aussi une molécule retrouvée surexprimée à la surface des progéniteurs 
myélomonocytiques, des blastes de patients et des CSL  de certains patients (Taussig et al 2005). Le 
Myelotarg (gemtuzumab ozogamicin) est un Ac monoclonal anti-CD33 humanisé couplé avec la 
calicheamycine qui induit la rémission complète de sujets âgés de 60 ans ou plus dans 13% des cas. 
(Tsimberidou et al 2006). Bien que cette étude ne décrive pas les mécanismes du Myelotarg, il se 
SRXUUDLW TXH OD UpPLVVLRQ VRLW GXH j O¶DSRSWRVH GHV &6/ H[SULPDQW OH &' 1pDQPRLQV WRXs les 
patients traités présentent  une pancytopénie prolongée, laissant penser que le ciblage du CD33 affecte 
aussi les CSH normales (Taussig et al 2005). 
La dernière molécule que nous allons aborder est le CD123 spécifiquement exprimée à la surface des 
CSL, et codant pour la chDvQHĮGXUpFHSWHXUjO¶,/-3. Une protéine chimérique résultant de la fusion 
HQWUH OD WR[LQH GLSKWpULTXH HW OH F'1$ GH O¶,/-3, tue sélectivement les blastes et les cellules 
leucémiques de phénotype CD34+CD38- tout en épargnant les progéniteurs normaux. De plus, cette 
protéine de fusion affecte la prise de greffe des blastes dans un modèle NOD-SCID, en diminuant le 
KRPLQJGHV&6/8QHDXWUHGHVHVSURSULpWpVHVWG¶DFWLYHU O¶LPPXQLWp LQQpH UpVLGXHOOH (Hogge et al 
2004, Jin et al 2009) 
 
/¶HQVHPEOH GH FHV pWXGHV WKpUDSHXWLTXHV V¶DSSX\HQW VXU GHV H[SpULHQFHV GH [pQRJUHIIHV GDQV GHV
PRGqOHVPXULQV&HSHQGDQWHOOHVVHKHXUWHQWG¶XQHSDUWDXIDLWque leur efficacité est diminuée lorsque 
OD OHXFpPLH HVW ELHQ pWDEOLH GDQV OH PLFURHQYLURQQHPHQW PpGXOODLUH HW G¶DXWUH Sart au fait que les 
FHOOXOHVOHXFpPLTXHVGHWRXVOHVSDWLHQWV/$0QHJUHIIHQWSDVFKH]O¶DQLPDO$LQVLLOHVWQpFHVVDLUHGH
rechercher de nouvelles cibles thérapeutiques en relation avec le microenvironnement adhésif, en ne 














Chapitre I I  























Positionnement du projet et questions posées 
 
$X FRXUV GH FHWWH V\QWKqVH ELEOLRJUDSKLTXH QRXV DYRQV DERUGp OH IDLW TX¶XQ GHV SUREOqPHV
majeurs rencontré actuellement dans le traitement des LAM était la récurrence de cette pathologie. En 
effet, après une première réponse favorable à la chimiothérapie, 60% des patients rechutent car le 
WUDLWHPHQWQ¶DSDVpUDGLTXpOHV&6/&HV&6/VRQWSURWpJpHVSDU leur état de quiescence, de résistance 
DX VWUHVV JUkFH DX[ LQWHUDFWLRQV DGKpVLYHV TX¶HOOHV pWDEOLVVHQW DYHF OHV GLIIpUHQWV FRPSRVDQWV GX
PLFURHQYLURQQHPHQWPpGXOODLUH 1RXV DYRQV DORUV pPLV O¶K\SRWKqVH TX¶XQHPRGXODWLRQ GH *6.ȕ
pourrait avoir des conséquHQFHV LPSRUWDQWHV VXU OHV FDSDFLWpV G¶DXWR-renouvellement, de 
GLIIpUHQFLDWLRQGHVXUYLHHWGHUpVLVWDQFHDXVWUHVVGHV&6/(QHIIHWFRPPHQRXVO¶DYRQVYX*6.ȕ
est un acteur clef de la balance auto-renouvellement/différenciation à travers la régulation des voies 
morphogènes et le contrôle de la division asymétrique. Elle est également impliquée dans la gestion du 
VWUHVVTX¶LOVRLWR[\GDQWK\SR[LTXHRXPpWDEROLTXHvia une activation de voies de survie dépendantes 
GH O¶HQJDJHPHQW GHV LQWpJULQHV HW via une inhibition des voies pro-apoptotiques dépendantes des 
UpFHSWHXUVGHPRUW&¶HVWDXVVLXQHSURWpLQHTXLSHXWPRGHOHUOHPLFURHQYLURQQHPHQWWXPRUDOHQWHUPH
G¶LQIODPPDWLRQHQ LQGXLVDQW ODVpFUpWLRQGHF\WRNLQHVSUR-LQIODPPDWRLUHVHW O¶H[SUHVVLRQGH OLJDQGV 
GHO¶LPPXQLWpLQQpH 
/HV WUDYDX[ DQWpULHXUV GH O¶pTXLSH RQW GRQF LPSOLTXp SRXU OD SUHPLqUH IRLV O¶DFWLYDWLRQ GH*6.E, 
FRPPHYRLHGHVXUYLHGHV/$0'H7RQLHWDO(QFRQGLWLRQGHSULYDWLRQVpULTXHHWG¶DGKpVLRQ
sur une matrice de fibronectine ou sur des ostéoblastes immatures, les cellules leucémiques ont 
GpYHORSSp XQ PRGH GH VXUYLH RULJLQDO GpSHQGDQW GH *6.ȕ &HW pWDW GH FKLPLRUpVLVWDQFH HVW
UHSURGXFWLEOHGDQVGHVFRQGLWLRQVG¶LQKLELWLRQGHODYRLHSUROLIpUDQWH:QW 
/¶HQVHPEOHGHFHVUpVXOWDWVREtenus avec des cellules leucémiques du bulk tumoral, nous a incités à 
poser trois questions majeures : 
 
-4XHOOHV VRQW OHV JUDQGHV pWDSHV GH OD FDVFDGH GH VLJQDOLVDWLRQ DERXWLVVDQW j O¶DFWLYDWLRQ GH
*6.ȕGDQVOHVFHOOXOHVOHXFpPLTXHV ? 
-Est-ce que cette voie de survie est activée dans les CSL et permet-elle un ciblage différentiel des 
CSH ?  
-4XHO RXWLO WKpUDSHXWLTXH SRXUUDLW SHUPHWWUH G¶pUDGLTXHU OHV &6/ HW GH UHVWDXUHU XQ
microenvironnement médullaire normal ? 





























Partie I  



















Les données cliniques indiquent que les rechutes après chimiothérapie sont un problème majeur 
pour la survie des patients atteints de leucémie aiguë myéloïde (LAM). 50 à 70 % des patients y sont 
confrontés et ces récidives se présentent souvent sous une forme agressive. Plusieurs mécanismes de 
FKLPLRUpVLVWDQFH RQW pWp PLV j MRXU LO V¶DJLW SRXU OHV FHOOXOHV OHXFpPLTXHV G¶DYRLU OHV FDSDFLWpV
G¶HIIOXHU O¶Dgent chimiothérapeutique, de se protéger des stress extracellulaires comme le TNFɲ qui 
active les voies des récepteurs de mort HWG¶DFTXpULUXQSKpQRW\SHSURSLFHjGLPLQXHURXjVXUPRQWHU
OHV GRPPDJHV j O¶$'1 PRGLILFDWLRQ GHV FLEOHV GHV DJHQWV DQWL-cancéreux, meilleure réparation et 
survie améliorée). 
3OXVLHXUVGRQQpHVELEOLRJUDSKLTXHVGpPRQWUHQWOHU{OHGHO¶DGKpVLRQFHOOXODLUHHQWDQWTXHPRGXODWHXU
GH OD UpSRQVH j OD FKLPLRWKpUDSLH 1RWDPPHQW OH U{OH SURWHFWHXU GH O¶DGKpVLRQ VHPEOH VH VLWXHU
principalement au niveau de ses différentes actions anti-DSRSWRWLTXH3DUDLOOHXUV ODSURWpLQH*6.ȕ
HVWFRQQXHSRXUPRGXOHUO¶DGKpVLRQFHOOXODLUHHWSRXUVRQU{OHSUR-survie. 
Chez les Mammifères, la glycogène synthase kinase 3 ou GSK3, sérine/thréonine kinase 
mutifonctionnelle, existe sous deux isoformes codées par deux gènes distincts, GSK3D (51 kDa) et 
GSK3E (47 kDa). La GSK3ɴ est nécessaire à de nombreux processus cellulaires, tels que le 
métabolisme du glycogène, la prolifération, la migration et la survie cellulaires. Des dérégulations de 
son activité ont été impliquées dans plusieurs pathologies humaines, comme les diabètes et la maladie 
G¶$O]KHLPHU HW FHUWDLQHV WXPHXUV VROLGHV2U O¶DFWLYLWpGH*6.ɴ peut être régulée par différentes 
voies de signalisation, incluant la voie PI-3K/Akt, la voie des morphogènes Wnt et les voies en aval 
des intégrines.  
6XLWH j O¶HQJDJHPHQW Ges intégrines, GSK3ɴ peut être inhibée ou activée suivant les protéines 
impliquées. En aval des intégrines, GSK3ɴ est inhibée (par phosphorylation sur sa sérine 9) par la voie 
ILK/Akt ou par le complexe Cdc42/PKCɺ, pour promouvoir soit la prolifération cellulaire, soit la 
migration cellulaire UHVSHFWLYHPHQW $X FRQWUDLUH GDQV XQ PRGqOH G¶DGKpVLRQ FHOOXODLUH HQ WURLV
GLPHQVLRQV O¶HQJDJHPHQW GH O¶LQWpJULQH ɲ2ɴ SHUPHW G¶DFWLYHU OD SKRVSKDWDVH PP2A (protein 
phosphatase 2A) qui, en déphosphorylant GSK3E sur sa sérine 9, va conduire à son activation. Mais, 
le rôle de GSK3ɴ HQDYDOGHO¶LQWpJULQHɲ2ɴQ¶DSDVpWpFODLUHPHQWGpILQLGDQVFHWWHpWXGH'HSOXV
O¶DFWLYDWLRQGH*6.ɴ peut être augmentée par phosphorylation sur sa tyrosine 216. Pyk2 (Proline-
rich tyrosine kinase 2; également connue sous le nom de calcium-dependent tyrosine kinase ou 
CADTK) est une kinase, partenaire des intégrines, capable de phosphoryler cette tyrosine activatrice 
de GSK3ɲ, dans un modèle de rétraction du neurite induite par le LPA (lysophosphatidic acid). Ces 
travaux révèlent donc un rôle du couple Pyk2/GKS3ɴ active dans une voie de signalisation nécessaire 
à un processus neuronal physiologique. &HSHQGDQW SRXU O¶LQVWDQW DXFXQ OLHQ Q¶H[LVWH HQWUH FHWWH




activation de GSK3ɴ (soit par phosphorylation de la tyrosine 216 soit par la déphosphorylation de la 
sérine 9) en aval des intégrines et la survie cellulaire.  
1RXVDYRQVSUpFpGHPPHQWGpPRQWUpTXHO¶DFWLYDWLRQGH*6.ɴ était nécessaire à la chimiorésistance 
des cellules leucémiques, daQVXQFRQWH[WHG¶DGKpVLRQVXUXQHPDWrice de fibronectine (De Toni et al. 
 'DQV FH PRGqOH O¶DGKpVLRQ GHV FHOOXOHV OHXFpPLTXHV HVW LQGXLWH SDU O¶HQJDJHPHQW GHV
intégrines ɲ4ɴ1 et ɲ5ɴ HW FRQGXLW j O¶DFWLYDWLRQ GH *6.ɴ, révélée par sa déphosphorylation sur 
VpULQH  'H SOXV FHWWH DFWLYDWLRQ DERXWLW j O¶DFWLYDWLRQ GX IDFWHXU GH WUDQVFULSWLRQ 1)-ʃB, 
LQGpSHQGDPPHQWGHODUpJXODWLRQFODVVLTXHG¶,ʃB (De Toni et al 2006). Or, dans la littérature, il a été 
montré que la régulation dépendante de GSK3ɴ par phosphorylation de NF-ʃB dans le noyau ou par 
régulation épigénétique des promoteurs cibles, est impliquée dans la survie cellulaire (Ougolkov et 
Billadeau 2006). GSK3ɴ est aussi particulièrement engagée dans la résistance au stress pro-
apoptotique, induit par la stimulation des récepteurs de mort par le TNF. De surcroît, des souris 
LQYDOLGpHVSRXUFHWWHNLQDVHPHXUHQWGXUDQW OHGpYHORSSHPHQWHPEU\RQQDLUHjFDXVHG¶une apoptose 
hépatique massive. Récemment, plusieurs équipes ont démontré que la GSK3ɴ active permettait aux 
cellules de différentes tumeurs solides de survivre ou de résister à un stress apoptotique. Toutefois, 
bien que des interactions étroites entre la kinase GSK3ɴ et la mitochondrie, le cytosquelette et 
plusieurs facteurs de transcription aient été décrites, les mécanismes de signalisation dépendants de 
GSK3ɴ aboutissant à la survie cellulaire restent méconnus. 
/HV SURFHVVXV G¶DGKpVLRQ FHOOXOHFHOOXOH RX cellule/matrice sont impliqués dans la chimiorésistance 
(CAM-DR) et ce phénotype résistant est retrouvé aussi bien dans des tumeurs solides 
TX¶KpPDWRORJLTXHV. Les intégrines ɲ4ɴ1 et ɲ5ɴ1 participent notamment à ce processus de CAM-DR, 
par leur capacité à lier la fibronectine ou des ligands cellulaires (VCAM). Ces deux intégrines 
reconnaissent toutes deux la fibronectine, mais par des domaines de liaison différents et spécifiques, 
SRXYDQWFRQGXLUHFRPPHFHODO¶DpWpPRQWUpGDQVOHVFHOOXOHVKpPDWRSRwpWLTXHV, à des effets opposés 
sur la prolifération et la survie cellulaires 3DUWLFXOLqUHPHQW O¶LQWpJULQH ɲ4ɴ1 peut présenter des 
fonctions pro- ou anti-apoptotiques, selon les conditions de culture cellulaire. Les travaux antérieurs 
GH O¶pTXLSHPRQWUHQW TXH O¶Ddhésion des blastes leucémiques sur fibronectine, via O¶HQJDJHPHQWGHV
intégrines D4E1 et D5EHWO¶DGGLWLRQGHVDQWDJRQLVWHVGHODYRLH:QWLQGXLVHQWLQGpSHQGDPPHQWOD
chimiorésistance des cellules de LAM. Cette survie cellulaire est soutenue par O¶DFWLYDWLRQG¶XQHYRLH
GSK3E/NF-N%VSpFLILTXHSXLVTXHLQGpSHQGDQWHG¶,ʃB. Le but de notre étude était donc de déterminer 
par quelles voies de signalisation, les intégrines ɲ4ɴ1 et ɲ5ɴSRXUUDLHQWFRQGLWLRQQHUO¶DFWLYDWLRQGH
GSK3ɴ dans les cellules leucémiques, lors de O¶LQGXFWLRQGHVWUHVVVpULTXHHWJpQRWR[LTXH 
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Abstract
Background: Cell survival mediated by integrin engagement has been implicated in cell adhesion-mediated drug resistance.
We have recently demonstrated that the activation of glycogen synthase kinase 3 b (GSK3b) is a new pathway supporting
the chemoresistance of leukemic cells adhered to fibronectin.
Methodology and Principal Findings: We show here that in conditions of serum starvation, the fibronectin receptor a5b1
integrin, but not a4b1, induced activation of GSK3b through Ser-9 dephosphorylation in adherent U937 cells. The GSK3b-
dependent survival pathway occurred in adherent leukemic cells from patients but not in the HL-60 and KG1 cell lines. In
adhesion, activated GSK3b was found in the cytosol/plasma membrane compartment and was co-immunoprecipitated with
a5 integrin, the phosphatase PP2A and the scaffolding protein RACK1. PP2A and its regulatory subunit B’ regulated the Ser-9
phosphorylation of GSK3b. In adherent leukemic cells, a5b1 integrin but not a4b1 upregulated the resistance to TNFa-
induced apoptosis. Both extrinsic and intrinsic apoptotic pathways were under the control of a5b1 and GSK3b.
Conclusions and Significance: Our data show that, upon serum starvation, a5b1 integrin engagement could regulate
specific pro-survival functions through the activation of GSK3b.
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Introduction
The glycogen synthase kinase 3b (GSK3b) is a serine/threonine
protein kinase that is involved in many physiological processes,
playing important roles in glucose metabolism, cell cycle division,
cell adhesion and apoptosis. Deregulation of GSK3b activity is
implicated in the pathogenesis of neurodegenerative and meta-
bolic disorders, but also in cancer [1]. GSK3b is constitutively
active under its Tyr-216 phosphorylated form and regulates many
intracellular signaling pathways. At the post-translational level, the
function of GSK3b is inhibited through phosphorylation of the Ser
9 residue by other protein kinases, including Akt, in response to
insulin and growth factors [2].
Following integrin engagement, both inhibition and activation
of GSK3b have been described. GSK-3b is inhibited by Ser-9
phosphorylation by the ILK/Akt and Cdc42/PKCf pathways to
promote integrin-mediated cell proliferation or migration, respec-
tively [3,4]. Conversely, cell adhesion to a 3D collagen matrix
through a2b1 engagement promotes activation of GSK3b as well
as protein phosphatase 2A (PP2A) [5]. PP2A has been previously
shown to reactivate GSK3b through dephosphorylation of Ser-9
[6,7]. However, no role has been ascribed to the activated form of
GSK3b downstream of integrin engagement.
We have previously shown that GSK3b activation promotes the
chemoresistance of adherent leukemic cells on fibronectin or on
osteoblasts under serum starvation [8]. The endosteal niche
supports chemoresistant leukemic stem cells [9] and is thought to
be rich in fibronectin and hypoxic [10]. Adhesion of serum-starved
leukemic cells to fibronectin through a4b1 and a5b1 engagement
allows both Ser-9 dephosphorylation of GSK3b and NF-kB
activation [8]. Others and we have demonstrated that GSK3b can
upregulate cell survival through epigenetic and IkB-independent
control of NF-kB activity [8,11–14]. Strikingly, the anti-apoptotic
role of GSK3b has been demonstrated in different tumors and
may involve resistance to death receptor-induced apoptosis [15–
20]. Recently, GSK3b was found associated with DDX3 and c-
IAP-1 in a death antagonizing signaling complex at death
receptors and the resistance to apoptosis was overcome by
GSK3 inhibitors [21]. A mitochondrial-mediated cell death was
also found regulated by GSK3 [22].
Adhesion to fibronectin through a4b1 and a5b1 engagement
supports cell adhesion-mediated drug resistance (CAM-DR) of
many tumors [23]. Different specific fibronectin domains are
bound by a4b1 and a5b1 integrins and could each induce opposing
effects on cell survival and proliferation [24]. The aim of our study
was thus to determine the respective roles of a4b1 and a5b1 in
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GSK3b activation in serum-starved adherent leukemic cells. Our
results demonstrate that a5b1 but not a4b1 regulates a signaling
pathway leading to GSK3b activation and cell survival.
Materials and Methods
Antibodies and pharmacological inhibitors
Monoclonal antibodies against GSK3b, flotillin and RACK1
were from BD Transduction Laboratories. Monoclonal antibodies
GSK3a/b, actin and integrin subunits (a5, P1D6; a4, P4G9) were
purchased from Upstate or Biosource International (Camarillo,
CA, USA), Sigma and Dako (Carpinteria, CA, USA), respectively.
Monoclonal antibodies against a5 subunit (clone JBS5), Akt and
caspases were from Chemicon International, Santa Cruz Biotech-
nology (Santa Cruz, CA, USA) and Cell Signaling technology
(Beverly, MA, USA), respectively. Polyclonal antibodies directed
against PP2A-A (catalytic subunit of PP2A) and PP2A tyrosine
phosphorylated at position 307 were from Santa Cruz Biotech-
nology, and those against integrin subunits (a4 and a5) came from
Chemicon International. Polyclonal antibodies directed against
PP2A-B’ (regulatory subunit of PP2A), cytochrome C, GSK3a/
bserine phosphorylated at position 21/9 and Akt threonine
phosphorylated at position 308 were from Cell Signaling
Technology. Polyclonal antibody against p85 was from Upstate.
Horseradish-peroxydase-conjugated secondary antibodies against
mouse, rabbit or goat were from Cell Signalling Technology.
Okadaic acid, a PP2A inhibitor, and the GSK3b inhibitor
SB216763 were from Sigma. For Western blotting after immuno-
precipitation, GSK3b (monoclonal from BD Transduction
Laboratories) and P(ser9)GSK3b (polyclonal from Abcam) anti-
bodies have been biotynylated in our laboratory.
Cells and cell culture
The human leukemic cell lines U937, HL-60 and KG1 were
purchased from the German Collection of Microorganisms and
Cell Cultures (Braunschweig, Germany). U937 and HL-60 cells
were grown at 37uC in 5% CO2 in RPMI-1640, containing 10%
FCS, 50 mg/ml penicillin, and 50 mg/ml streptomycin. KG1 cells
were grown in the same conditions in IMDM 20% FCS. Bone
marrow leukemic cells from patients with acute myeloid leukemia
(AML) were obtained upon informed consent and processed for
their conservation as described previously [8]. Leukemic samples
were characterized at the Hematology Department of Toulouse
University Hospital (France), classified along French American
British (FAB) classification (FAB0: undifferentiated AML; FAB1:
myeloblastic AML; FAB2: myeloblastic with differentiation AML;
FAB4: myelomonocytic AML; FAB5: monocytic AML). The
samples contained more than 80% leukemic blasts after process-
ing. After thawing, viable cells from patients were checked by blue
trypan labelling, resuspended in IMDM, then washed once and
quickly used for in vitro experiments.
Transfection of siRNA
U937 cells were transfected using the Amaxa nucleofection
technology (Amaxa, Koeln, Germany), as indicated in [8]. 66106
U937 cells in 100 ml solution V were mixed with 200 nM siRNA
GSK3b, 100 nM siRNA PP2A-B’ or with 100–200 nM non-
targeting siRNA (Dharmacon Inc., Lafayette, CO, USA). For
siRNA integrin, two sources have been used to target a4 and a5
subunits: Ambion (30 nM) and Qiagen (50 nM). Cells were
immediately nucleofected with an Amaxa Nucleofector apparatus
(Amaxa, program V01), then transferred into wells containing
37uC prewarmed culture medium in six-well plates. After
transfection, cells were cultured from 24 to 96 h before analysing
by Western blotting or FACS. Decrease of GSK3b and a4 integrin
subunit was maximal at 48 h and maintained at 72 h whereas
decrease of PP2A-B’ and a5 integrin subunit was maximal at 72 h.
Therefore, survival tests and Western blot analysis were performed
at 72 h post-nucleofection.
Western blotting
For Western blotting, 0.5–16106 cells washed in Phosphate
Buffer Saline (PBS) were denatured in Laemmli sample buffer.
After sonication for 10 seconds and boiling for 10 min, proteins
were resolved on polyacrylamide SDS gels (SDS–PAGE) and
transferred to nitrocellulose (membrane Hybond-C super, Milli-
pore). The membrane was blocked for 1 h at room temperature in
Tris-buffered saline (TBS) containing 5% fat-free milk and then
was probed overnight at 4uC with the appropriate monoclonal or
polyclonal antibodies in TBS, 0.1% Tween, 3% fat-free milk and
3% Bovine Serum Albumin (BSA, Euromedex). After incubation
for 1 h at room temperature with either anti-mouse or anti-rabbit
IgG antibody coupled to horseradish peroxidase, or streptavidin-
HRP, detection was achieved using a chemiluminescent substrate
(SuperSignal, Amersham Pharmacia Biotech).
Survival and adhesion assays
We have previously set-up a protocol to study the survival
pathway in leukemic cells strictly dependent on the integrin
engagement without extrinsic growth factors that should not be
found in the leukemic niche [8]. Thus, adhesion assays and
treatments of cells were performed during 5 h of serum starvation
followed by re-addition of serum to discard serum deprivation-
linked cytotoxicity, and cell viability was measured at 24 h. Since
adhesion under serum-starved conditions was required to trigger
GSK3b activation downstream of integrin engagement (prelimi-
nary experiments not shown), we have thus measured the
differential of GSK3b-linked cell survival between suspension
and adhesion upon serum-starved conditions. Half of a 96 well
microtiter plate (MaxiSorp Immuno Plate, Nunc, Denmark) was
coated overnight at 4uC with 40 mg/ml of human fibronectin
(Roche Molecular Biochemicals, Mannheim, Germany) in a final
volume of 50 ml in PBS, and subsequently incubated with 1% fatty
acid-free BSA in PBS to block non specific adhesion sites, 1 h at
room temperature. Leukemic cells were diluted to 0.36106/ml,
left overnight (cell lines) or immediately processed after thawing
(AML cells, protocol described below) and then serum-starved for
1 h, incubated or not with okadaic acid (100 nM) or SB216763
(10 mM). Then, cells were allowed to adhere on fibronectin-coated
microtiter 96 well plates (0.86105 cells/well) for 1 h at 37uC or
maintained in suspension. Where shown, leukemic cells in
suspension or adhesion were treated with 10 ng/ml TNFa for
4 hours after which cells were washed and incubated in serum-
containing medium for 24 h at 37uC. Cell viability was then
quantified by methyl thiazolyl tetrazolium (MTT) assay (Sigma).
In some experiments, leukemic cells were allowed to adhere on a
surface coated with a4- or a5-specific antibodies (clones P4G9,
P1D6, JBS5: 1, 0.1 mg/ml and 0.2 mg/ml for optimal adhesion,
respectively) as previously described in [8]. Assays were performed
in triplicate. For the quantification of cell adhesion, adherent cells
were washed in PBS, fixed with a Karnovsky solution and stained
with 0.1% crystal violet solution.
For the apoptosis assay, 16106 U937 cells treated with control,
GSK3b or integrin siRNAs were processed as described for the
survival assay and at 5 h of incubation were washed with 1x PBS
and then incubated 15 min at room temperature with a FITC-
labeled Annexin-V/propidium iodide solution (Sigma). These cells
were directly analysed in a FACScan (Becton Dickinson) with a
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Figure 1. Implication of GSK3b, a4b1 and a5b1 integrins in the survival of adherent leukemic cells. A- 72 hours after nucleofection of
siRNA directed to GSK3b, a4 or a5 subunits, U937 were serum starved, adhered to fibronectin, and then underwent a survival assay 24 hours later with
MTT (left panel, n=6, mean6 S.E.M.) or 5 hours later with annexin-PI labeling (right panel, n= 4, mean6 S.E.M.). In MTT assays, data are expressed as
GSK3b in Adhesion and Survival
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sample size of at least 10,000 cells gated on the basis of forward
and side scatter. Storing and processing of data was accomplished
using FACScan software and allowed the determination of the
percentages of living, apoptotic and necrotic cells. Following the
protocol described above including adhesion and TNF treatment
upon serum starvation, the apoptotic effectors (caspases, cyto-
chrome C) were detected by Western blot at 4 h after re-addition
of serum.
In our experiments, we have only used samples from AML
patients that did not display cell death after thawing over 10% as
checked by blue trypan labeling. After thawing, cells were cultured
in IMDM without serum for 2 h and then allowed to adhere on
fibronectin. At the end of 4 h adhesion, culture medium was
supplemented by SVF to maintain the cells until 24 h. Cell
survival of AML blasts from patients was measured at 24 h by
MTT labeling. Measurement of apoptosis in AML blasts treated
or not by TNFa was realized by FACS using labeling by APO2.7
(APO2.7–PC5 monoclonal antibody from Immunotech, Marseille,
France), a mitochondrial membrane protein expressed during the
early stages of apoptosis in relation to the release of cytochrome C
outside the mitochondria. APO2.7 labeling has been chosen since
in our control apoptotic assays performed with daunorubicin we
detected interference with the Annexin-V fluorescence (not
shown). In our experimental conditions, spontaneous death after
thawing was maximally 20% at 24 h (not shown).
Subcellular fractionation and a5 immunoprecipitation
Culture dishes were coated overnight at 4uC with 40 mg/ml of
human fibronectin in a final volume of 10 ml in PBS and
subsequently blocked with 1% fatty acid-free BSA in PBS, 1 h at
room temperature. 306106 cells were serum starved for 1 h at
37uC, then allowed to adhere to fibronectin-coated dishes for 1 h
at 37uC, or maintained in suspension.
For subcellular fractionation, after washing, cells were pelleted
by centrifugation (5 min, 100 g) and resuspended in a hypotonic
buffer [10 mM HEPES (pH 7.2), 10 mM KCl, 1.5 mM MgCl2,
0.1 mM EGTA, 20 mM NaF, 100 mM Na3VO4, 10 mg/ml
aprotinin, 10 mg/ml leupeptin and 1 mM PMSF (Phenylmetha-
nesulfonyl fluoride)] for 30 minutes at 4uC, with shaking. Cells
were broken up using a Dounce homogenizer (90 strokes), after
which the nuclei were pelleted by centrifugation (10 min, 1100 g,
4uC). The nuclei-free supernatant was subjected to a second
13500 g centrifugation for 45 min at 4uC to separate the
membranes from the cytosolic fractions. The membrane pellets
were resuspended in lysis buffer [10 nM Tris-HCl (pH 7.5),
150 mM NaCl, 5 mM EDTA, and 1% Triton X-100] and
sonicated 1 minute. 50 mg of total cytosolic and membrane pellet
proteins were analysed by Western blotting.
For immunoprecipitation of a5 integrin, at the end of adhesion,
cells were washed in PBS and lysed in a buffer containing 20 mM
Tris HCl pH 8, 130 mM NaCl, 1% Triton X-100, 10% glycerol,
orthovanadate and protease inhibitors. After sonication and
centrifugation at 13500 g, supernatant was processed for protein
quantification, preclearing and incubation overnight with 20 mL
a5 polyclonal antibodies. Then, immunoprecipitates were recov-
ered with protein A sepharose, washed and analysed by Western
blotting.
Statistical analysis
Student’s t test was used for statistical analysis of n independent
experiments realized in vitro.
Results
GSK3b, a4b1 and a5b1 integrins are implicated in cell
survival of serum-starved adherent leukemic cells
We have previously demonstrated that a4b1 and a5b1 integrins,
and the kinase GSK3b, regulate the chemosensitivity of adherent
leukemic cells onto fibronectin [8]. Using a siRNA approach, we
show that survival of adherent U937 on fibronectin in serum-
starved conditions involves both GSK3b and b1 integrins (a4b1
and a5b1) (Fig. 1A). Decreased expression of GSK3b (70610%), of
a5b1 (33610%) and of a4b1 (4765%) was assessed by Western
blotting (Fig. 1B). None of these siRNA altered the adhesive
capacities of leukemic cells (Fig. 1B). Viable cell recovery 24 hours
after adhesion assay on fibronectin measured by MTT labeling
was increased in adhesion conditions compared to suspension
(Fig. 1A, 1866%, p,0.01). GSK3b and a5b1 siRNA induced a
3065% decrease of cell recovery in adhesion (p,0.001), whereas
a4b1 siRNA was less potent (1865%, p,0.05). No significant
changes occurred in suspension upon treatment with the different
siRNAs. Of note, identical results were obtained with two sources
of siRNA targeting different sequences of a4 and a5 integrin genes
(not shown).
Since MTT measurement could be the result of both cell
survival and proliferation, apoptotic cell death was assessed after
adhesion assay by annexin labeling (Fig. 1A). Whereas MTT
measurement at 24 hours may reflect both apoptotic and necrotic
processes, annexin labeling was realized at 5 hours to check
specifically for the occurrence of apoptosis. A higher level of
apoptosis was detected in U937 electroporated with control siRNA
comparatively to untreated cells (2062% versus #10%). Adhesion
decreased the amount of annexin-positive cells compared to
suspension (2464%, p,0.05). Downregulation of a5b1 or a4b1
expression in adherent U937 induced an increase of apoptotic cells
compared to control siRNA in adhesion (6965% p,0.01 and
4466% p,0.05, respectively). Knockdown of GSK3b expression
increased apoptosis of adherent U937 (8164%, p,0.01).
Apoptosis in suspension was not significantly changed after
treatment with integrin siRNAs.
Using the pharmacological GSK3b inhibitor SB216763 at a
concentration (10 mM) without deleterious quantitative effect on
cell adhesion (Fig. 1B), we have further demonstrated that, as well
as in U937, the GSK3b-dependent survival pathway occurred in
adherent leukemic cells from patients but not in the HL-60 and
KG1 leukemic cell lines (Fig. 1C). Accordingly, the activated form
of GSK3b (dephosphorylated Ser-9 GSK3b) was increased in
adherent U937 and cells from AML patients, but not in adherent
percentage of survival compared to the non-targeting siRNA (SiC) in suspension. Statistical analysis on compared adhesion/suspension controls and
SiC/SiGSK3 or SiC/SiIntegrin in adhesion: *P,0.05, **P,0.01, ***P,0.001. B- The adhesive capacity of siRNA- or SB216763-treated U937 was
measured by colorimetry (left panel, n=3, mean 6 S.E.M.). SiRNA efficacy against GSK3b, a4b1 and a5b1 was checked by Western blot (right panel,
representative of three independent experiments). C- Survival assay (MTT) was performed as described in Material and Methods with the leukemic
cell lines U937, HL-60, KG1 (n= 3, mean6 S.E.M.) and the leukemic cells from patients (n= 8, mean6 S. E. M.: 1 FAB0, 3 FAB1, 1 FAB2, 1 FAB4, 2 FAB5)
after treatment with the GSK3b inhibitor, SB216763 (10 mM). Variations of cell survival in cells treated by SB216763 compared to the untreated cells in
suspension or in adhesion are shown: **P,0.01, ***P,0.001. D- Variations of the Ser-9 phosphorylation of GSK3b upon adhesion on fibronectin of
U937, HL-60, KG1 and AML patient cells (FAB 5) are shown. Representative of three independent experiments.
doi:10.1371/journal.pone.0009807.g001
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HL-60 and KG1 cells (Fig. 1D). Importantly, GSK3b-dependent
cell survival was found in adherent AML cells classified along
different FAB. However the pro-apoptotic response to SB216763
occurred in 50% AML samples of the cohort (n=16: 3 FAB0, 4
FAB1, 2 FAB2, 3 FAB4 and 4 FAB5) and was more pronounced
in AML from myelomonocytic FAB (Fig. 1C). Furthermore, most
of the blasts underwent CAM-DR in vitro and SB216763
abolished it, as previously described [8].
Altogether, these results demonstrate that engagement of a4b1
and a5b1 integrins to fibronectin supports cell survival of serum-
starved adherent leukemic cells, potentially through activation of
GSK3b via its dephosphorylation.
The inhibitory Ser-9 phosphorylation of GSK3b is
differentially regulated by a4b1 and a5b1 integrins
To further demonstrate that GSK3b is involved in a4b1 and
a5b1-mediated prosurvival effect, we used siRNA to knockdown
integrin expression (Fig. 2A). We have studied consequences of the
decrease in expression of each integrin on GSK3b phosphoryla-
Figure 2. GSK3b is differentially regulated by a4b1 and a5b1 integrins in leukemic cells. A- Specificity and efficacy of siRNA integrins were
checked by Western blot. B- Serum-starved U937 were allowed to adhere on fibronectin for 1 h and the Ser-9 phosphorylation state of GSK3b was
compared to cells in suspension after downregulation of a4 and a5 expression by siRNA. SiC =non-targeting siRNA. Right panel shows the mean 6
S.E.M. variations of the P(S9)GSK3b/GSK3b ratio analyzed by densitometry from three independent experiments. C- The phosphorylation state of
GSK3b was studied in suspension or after adhesion of U937 on surfaces coated with fibronectin (Fn, 40 mg/ml), anti-a4 (1 mg/ml) or -a5 (clone P1D6
0.1 mg/ml; clone JBS5 0.2 mg/ml) antibodies in experimental conditions as for B. Adhesive capacities of U937 in each condition of coating were
measured by colorimetry and are shown on right panel. Data are representative of three independent experiments.
doi:10.1371/journal.pone.0009807.g002
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tion. In serum-starved conditions, a4 and a5 siRNA had different
effects on the inhibitory Ser-9 phosphorylation of GSK3b (Fig. 2B).
Ser-9 phosphorylation of GSK3b was decreased (50%617,
p,0.05) upon adhesion to fibronectin compared to suspension
cells. Whereas a5 siRNA abolished the Ser-9 dephosphorylation of
GSK3b in adhered cells, a4 siRNA had no significant effect on
Ser-9 phosphorylation. Conversely, in suspension, none of integrin
siRNA modified significantly Ser-9 phosphorylation of GSK3b.
These results are in favor of GSK3b activation through Ser-9
dephosphorylation after a5b1 engagement onto fibronectin.
Since we have previously shown that adhesion to surfaces
coated with anti-a4 (clone P4G9) or -a5 (clone P1D6) stimulatory
antibodies supported the chemoresistance of U937 cells [8],
we studied GSK3b phosphorylation in U937 adhered (with the
same efficiency) either to fibronectin or to a4 or a5 antibodies
(Fig. 2C). Adhesion of U937 to coated anti-a5 antibodies induced a
decrease of Ser-9 phosphorylation of GSK3b compared to
suspended cells (60%610, p,0.01), thus mimicking the observa-
tions after adhesion of leukemic cells on fibronectin. However,
specific engagement of a4b1 onto coated anti-a4 antibodies did not
Figure 3. a5 integrin, PP2A and GSK3b are co-localized in adherent leukemic cells. A- The Ser-9 phosphorylation of GSK3b was studied by
Western blot in cytosolic (Ct) and membrane (Mb) compartments of U937 in adhesion or in suspension. B- The presence of GSK3b (and its Ser-9
phosphorylated form), PP2A (and its Tyr-307 phosphorylated form), the scaffolding protein RACK1 and the PI 3-kinase regulatory subunit p85 was
checked by Western blot in a5 immunoprecipitates from U937 in suspension (Susp.) or in adhesion (Adh.). The absence of flotillin in a5
immunoprecipitate demonstrates specificity of the interactions between a5 integrin, PP2A and GSK3b. Right panel (input) indicates the amounts of a5
subunit and GSK3b proteins in the total lysates (Total) and in the supernatants (Sup.), before and after immunoprecipitation of a5 respectively. Data
are representative of three independent experiments.
doi:10.1371/journal.pone.0009807.g003
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significantly change the phosphorylation status of GSK3b
compared to suspension (10%615). Interestingly, adhesion of
U937 to coated anti-a5 antibody clone JBS5 induced a strong
adhesion without cell spreading by contrast with fibronectin and
clone P1D6 (not shown and [25]) but was not efficient to trigger
GSK3b dephosphorylation (Fig. 2C). Of note, adhesion of U937
on non-specific Ig did not induce changes in phosphorylation of
GSK3b nor in cell survival (not shown and [8]).
These data unravel a differential control of Ser-9 phosphorylation
of GSK3b by a4b1 and a5b1 integrins, allowing activation of the
enzyme. However, upon adhesion of serum-starved leukemic cells
on fibronectin, a5b1 alone seems to support GSK3b activation.
Involvement of PP2A in a5b1-mediated GSK3b activation
and cell survival
The phosphatase PP2A is a partner of b1 integrins in the control
of cell survival [26] and regulates Ser-9 phosphorylation of
GSK3b [7]. As shown in Fig. 3A, the inhibitory Ser-9
phosphorylation of GSK3b in the cytosolic/membrane fraction
was found to be strongly decreased in adhesion compared to
suspension. Moreover, the active form of GSK3b (Ser-9
dephosphorylated GSK3b) was increased in a5 integrin immuno-
precipitate from adherent U937 comparatively to suspension and
was found associated with PP2A (Fig. 3B). PP2A was poorly
phosphorylated on its inhibitory site (Tyr-307) in a5 immunopre-
cipitate from adherent U937. Interestingly, adhesion of U937 on
fibronectin triggered the association of the scaffolding protein
RACK1 with a5 whereas it decreased the amount of the PI 3-
kinase regulatory subunit p85 associated with the integrin (Fig. 3B).
These data show that GSK3b is co-localized with a5 integrin in a
molecular complex containing phosphatases and kinases poten-
tially implicated in its regulation.
To further demonstrate that PP2A could play a role in GSK3b
activation, we used okadaic acid (OA) to inhibit PP2A [26]. The
inactive phosphorylated forms of PP2A and GSK3b (phosphoTyr-
307 PP2A and phosphoSer-9 GSK3b, respectively) were de-
creased upon adhesion but restored upon treatment with OA
(Fig. 4A) showing that the activation of the two enzymes were
correlated. Of note, under treatment by OA, a decrease of GSK3b
expression was constantly measured (Fig. 4A) suggesting its Ser-9
phosphorylation-dependent proteasomal degradation as demon-
strated previously [27]. The PP2A regulatory subunit B’ (also
called B56 or PR61) is responsible for the function of PP2A in
cytoskeletal stability [28] and Akt regulation [29], potentially
involved in the control of cell survival and GSK3b regulation.
Indeed we have measured a decrease of the active form of Akt
(Threonine 308 phosphorylated Akt) concomitantly with the
activation of PP2A and GSK3b in adherent leukemic cells
(Fig. 4A). As shown in Fig. 4B, a decrease of a5b1 and PP2A-B’
(40%65) expression by siRNA both triggered an increase in Ser-9
phosphorylation of GSK3b suggesting their roles in keeping
GSK3b in an active state. The PP2A inhibitor OA decreased
survival of adherent U937 (35%, p,0.05) to the same extent as
a5b1 knockdown (Fig. 4C). SiRNA directed against the PP2A
regulatory subunit B’ induced a moderate but significative survival
decrease (14%, p,0.05 statistical apparied test) in adhesion
(Fig. 4C). In suspension, leukemic cells were not significantly
affected under these conditions (not shown). An increase of AML
cell survival was measured upon adhesion on fibronectin (27%66)
or a5 antibody (clone P1D6, 46%63) but not a4 antibody (clone
P4G9, 10%67) compared to suspension. This improvement of
AML cell survival upon adhesion was abolished by OA treatment
(Fig. 4C). These results show a role for PP2A in GSK3b activation
and cell survival of adherent leukemic cells.
Altogether, these data show that PP2A is activated in serum-
starved adherent leukemic cells and cooperate with a5b1 integrin
in leukemic cell survival through the regulation of GSK3b.
a5b1 and GSK3b regulate TNFa resistance and both
extrinsic and intrinsic apoptotic pathways in leukemic
cells
We have previously shown that both a5b1 and a4b1 integrins
supported chemoresistance of U937 cells [8]. Since GSK3b
activation is a5b1 integrin-dependent in our conditions and has
been shown to play a specific pro-survival role through the
response to death receptor activation [21], we checked whether a5
and a4 integrins could be differentially involved in TNFa response.
The incubation of U937 with TNFa in serum-starved suspension
conditions induced a 44%63 (p,0.01) decrease in cell survival
(Fig. 5A). Adherent U937 were more resistant to this treatment
since a decrease of 24%64 (p,0.01) of cell survival was measured.
a5 siRNA as well as GSK3b siRNA, but not a4 siRNA, abolished
the adhesion-dependent resistance to TNFa(Fig. 5A).
The GSK3b-dependent TNFa resistance and NF-kB activation
[8] in adherent leukemic cells suggest that both extrinsic and
intrinsic apoptotic pathways could be regulated by a5b1 integrin
engagement. Indeed the treatment of U937 cells with siRNA
directed to a5 or GSK3b induced a cleavage of caspase 8 and an
increase of cytosolic cytochrome C in favor of the activation of
both apoptotic pathways in adherent leukemic cells treated by
TNFa. As a result of both apoptotic pathways, caspase 3 was
cleaved upon this treatment (Fig. 5B). Protection against TNFa
confered by a5-dependent adhesion and activated GSK3b was
confirmed in AML patient (Fig. 5B).
Thus, these data demonstrate that the engagement of a5b1
integrin and GSK3b activation both support resistance to extrinsic
and intrinsic pro-apoptotic pathways of serum-starved adherent
leukemic cells.
Discussion
In this work, we have demonstrated that adhesion to fibronectin
triggers a specific survival signaling pathway in U937 leukemic
cells upon serum starvation. Importantly, this survival pathway
occurs in leukemic blasts from AML patients and supports their
chemoresistance [8]. The survival advantage conferred by
adhesion to serum-starved leukemic cells requires the activation
of GSK3b. A signaling cascade involving the a5b1 integrin and the
phosphatase PP2A is responsible for Ser-9 dephosphorylation and
thus activation of GSK3b.
Figure 4. a5 integrin and PP2A both regulate GSK3b and survival in leukemic cells. A- Variations of inhibited forms of PP2A (P(Y307)) and
GSK3b (P(S9)), and activated form of Akt (P(T308)), after adhesion of U937 on fibronectin6 okadaic acid (OA, 100 nM) treatment. B- Consequences of a5
or PP2A-B’ siRNA on Ser-9 phosphorylation of GSK3b were studied. C- Adherent U937 transfected with a5 siRNA or PP2A-B’ siRNA underwent a survival
assay (MTT) in serum-starved conditions as described for Fig. 1. Adhesion of cells from AML patients was performed on fibronectin or on a5 antibody
(P1D6) and a4 antibody (P4G9) as described for Fig. 2 to discriminate the respective implication of both integrins in cell survival measured by APO2.7
labeling in the same conditions as for U937. OA (100 nM) was used to inhibit PP2A in U937 and AML blasts. A, B: Data are representative of three
independent experiments. In C: U937 n=3 (mean 6 S.E.M.), AML patients n=2 (FAB5, mean 6 S.D.), comparison to cells in suspension: *P,0.05.
doi:10.1371/journal.pone.0009807.g004
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In adherent conditions, co-localization of GSK3b and PP2A
with a5 integrin in the membrane compartment correlated with
Ser-9 dephosphorylation of GSK3b suggesting the activation of
the enzyme under these conditions. Indeed, inhibition of a5b1 and
PP2A by siRNA or pharmacological drugs induced an increase of
the Ser-9 phosphorylated inhibited form of GSK3b. The b1
Figure 5. a5 integrin and GSK3b regulate the response to TNFa and both extrinsic and intrinsic apoptotic pathways in adherent leukemic
cells. A- U937 transfected with a4, a5 or GSK3b siRNA in suspension or adhesion were treated with TNFa (10 ng/ml) for 4 hours and cell survival assays (MTT)
were performed as described for Fig. 1. Mean 6 S.E.M. n=3, *P,0.05 **P,0.01. Right panel shows the efficacy of siRNA directed to GSK3b, a4 and a5
integrins. B- Extrinsic (caspase-8) and intrinsic (cytochrome C) or both (caspase-3) apoptotic pathways were studied by Western blotting in TNFa-treated
adherent U937 treated with siRNA against a5 or GSK3b. SiC= Sicontrol, representative of three independent experiments. On the right side is shown cell
apoptosis (APO2.7 labeling) measured in TNFa-treated blasts from AML patients in suspension or in adhesion on fibronectin or on P1D6 a5 antibody as
described in the legend of Fig. 2 (n=2 FAB5, mean6 S.D., *P,0.05). The treatment with the GSK3b inhibitor SB216763 was peformed as described for Fig. 1.
doi:10.1371/journal.pone.0009807.g005
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integrin/PP2A pathway of GSK3b activation may be specific of
some integrin heterodimers since it has been demonstrated
downstream of a2b1 [5], a5b1 but not a4b1 engagement.
Moreover, in our experiments, serum starvation was required to
trigger the integrin-dependent GSK3 activation (not shown). The
a5b1/GSK3b pathway supports 30% of survival in adherent
leukemic cells. Interestingly, we have previously implicated this
survival pathway in cell adhesion-mediated drug resistance, where
it was shown to allow a 30% increase in survival [8]. Our data also
demonstrate that the a5b1/GSK3b pathway is involved in TNFa
resistance, caspase 8 and cytochrome C regulation, and activation
of the transcriptional factor NF-kB [8]. Thus, a5b1-mediated
activation of GSK3b modulates both extrinsic and intrinsic
apoptosis signaling pathways [15].
The a5b1/GSK3b pathway could modulate diverse signaling
pathways controlling cell survival. ERK activation has been
described to control cell survival that is linked to integrin
engagement upon serum starvation [30] or Fas stimulation [26].
Moreover, GSK3b regulates MEKK1 demonstrating its implica-
tion in the stress-activated protein kinase pathway [31]. In our
experiments, ERK or p38 inhibition did not influence cell survival
(not shown). Interestingly, the activity of c-Jun N-terminal kinase
(JNK), which is found constitutively activated in most patients with
acute myeloid leukemia, has been correlated with a «multidrug»
anthracycline resistance [32] and controls fibronectin survival
signaling under serum-starvation conditions [33]. Our preliminary
data suggest that JNK is activated in adherent U937. It remains to
determine whether, in our experimental model, JNK activation is
modulated by GSK3b.
Our data show that adhesion of U937 on fibronectin triggers
the association of the scaffolding protein RACK1 with a5b1.
Interestingly, RACK1 has been described as a signal integrator
between growth factor receptor and b1 integrin [34]. PP2A and
the PI 3-kinase regulatory subunit p85 are among the proteins
whose recruitment and dissociation are modulated by RACK1. In
our experiments, both an increase of activated GSK3b and a
decrease of p85 were observed in a5 immunoprecipitate from
adherent U937. This result suggests that the integrin-dependent
activation of GSK3b could result from both increased PP2A and
decreased PI 3-kinase/Akt activities [5]. Accordingly we measured
a concomitant decrease of the active form of Akt with GSK3b
activation in adherent leukemic cells. Thus, survival of U937 in
starved conditions may be linked to a quiescence status with
decreased proliferative and migration capacities [35]. However,
the organization of the cytoskeleton seems to play a key role for the
a5b1-dependent activation of GSK3b since adhesion through the
a5b1 antibody clone JBS5 impaired specifically cell spreading and
did not trigger GSK3b activation. Whether RACK1 directly
regulates PP2A activity or targets GSK3b and PP2A catalytic/
regulatory subunits to specific locations is an open question.
Interestingly, it has been shown that RACK1 is a component of
the signaling pathway of the p55 TNF receptor [36] and is
implicated in the resistance to apoptotic stimuli in hematopoietic
cells [37]. Thus, RACK1 could regulate the death-antagonizing
complex involving GSK3b at TNF receptor [21].
We have previously shown [8] that engagement of both a5b1
and a4b1 supported cell-adhesion mediated drug resistance of
U937. However, a5b1 alone was shown to activate GSK3b and
TNFa resistance. Our unpublished data demonstrate that a4b1
integrin controls U937 survival in adhesion through the tyrosine
kinase Pyk2 activation. It suggests that a5b1/GSK3b and a4b1/
Pyk2-dependent pro-survival pathways could cooperate through
the activation of specific pathways of resistance to extrinsic and
intrinsic pro-apoptotic pathways. Interestingly, our preliminary
data show that the a4b1/Pyk2 cell survival pathway in adherent
U937 involves PI 3-kinase activation and Bcl-xL expression. Since
we have shown that the GSK3b-dependent survival pathway
occurred in U937 but not in HL-60 and KG1 cell lines, it could be
interesting to compare their a5 or a4-dependent adhesive
capacities. Notably, and by contrast with U937, RACK1 increase
and PI 3-kinase subunit p85 decrease were not observed in a5
immunoprecipitates from adherent HL-60 (not shown). However,
we demonstrate that AML cells from patients classified along
different FAB trigger mostly the GSK3b-dependent survival
pathway upon adhesion onto fibronectin. Except a myelomono-
cytic phenotype, this survival pathway was not correlated with
other clinico-biological parameters in patients.
In conclusion, we propose GSK3b activation as a new
adhesion-dependent cell survival pathway that is regulated by
the engagement of specific integrin heterodimers. It could control
a pro-survival response to death receptors but also intrinsic pro-
survival pathways under stress conditions. Importantly, the pro-
survival GSK3b-dependent pathway may represent a new
therapeutic target in cancer cells whose resistance to therapy is
supported by cell adhesion.
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Dans un modèle de survie au stress de déprivation sérique, nous démontrons que les cellules 
leucémiques U937 mettent en place une voie de signalisation spécifique, après adhésion sur une 
PDWULFHGH ILEURQHFWLQH&HWWHYRLH LPSOLTXHHVVHQWLHOOHPHQW O¶DFWLYDWLRQGH ODNLQDVH*6.ɴ par sa 
GpSKRVSKRU\ODWLRQ VXU VpULQH  LQGXLWH SDU OD SKRVSKDWDVH 33$ DSUqV HQJDJHPHQW GH O¶LQWpJULQH
ɲ5ɴ1. Les résultats obtenus démontrent que, lorsque les cellules U937 sont en adhésion, la 
phosphatase PP2A co-ORFDOLVHDYHFO¶LQWpJULQH ɲ5 et GSK3ɴactive (déphosphorylée sur la sérine 9) à 
ODPHPEUDQH8QH DSSURFKH GH VL51$ HW G¶LQKLELWHXUV SKDUPDFRORJLTXHV D SHUPLV GHPRQWUHU TXH
O¶LQWpJULQHɲ5, PP2A et GSK3ɴ contrôlaient environ 30 % de la survie des cellules leucémiques en 
adhésion. Il est intéressant de noter que ce pourcentage de survie est identique à celui que nous avons 
REVHUYp ORUVGHQRVH[SpULHQFHVGH UpVLVWDQFHj ODGDXQRUXELFLQH OLpHj O¶DGKpVion cellulaire (CAM-
'5LPSOLTXDQWO¶LQWpJULQHɲ5ɴ1 et GSK3ɴ (De Toni et al 2006). L¶DFWLRQSUR-survie de GSK3ɴ a lieu 
GDQV XQ FRPSDUWLPHQW F\WRSODVPHPHPEUDQH VWUXFWXUp SDU O¶LQWpJULQH ɲ5. Dans ce compartiment, 
GSK3ɴ est impliquée dans la résistance au TNF-ĮODUpJXODWLRQGHODFDVSDVHHWGXF\WRFKURPH&HW
GH O¶DFWLYDWLRQ du facteur transcriptionnel NF-ʃB. GSK3ɴ HVW GRQF LPSOLTXpH GDQV O¶LQKLELWLRQ GHV
voies apoptotiques extrinsèque (induite par les récepteurs de mort) ou intrinsèque (induite par les 
acteurs mitochondriaux). La voie ɲ5ɴ1/GSK3ɴ pourrait moduler des voies de survie. De ce fait, la 
voie ERK est connue pour être UHVSRQVDEOH GH OD UpVLVWDQFH j O¶DSRSWRVH LQGXLWH SDU OD SULYDWLRQ
sérique de cellules adhérentes sur fibronectine, et GSK3ɴ est décrite comme régulateur de cette voie. 
&HSHQGDQWGDQVQRVH[SpULHQFHVO¶LQKLELWLRQGHODNLQDVH(5.QHPRGXOHSDVODVXUYLHGHVFHOOXOHV
leucémiques U937 en adhésion, après stress sérique. 
1RV WUDYDX[ PRQWUHQW DXVVL XQH DVVRFLDWLRQ GH O¶LQWpJULQH ɲ5ɴ1 avec la protéine RACK1 lors de 
O¶DGKpVLRQ GHV FHOOXOHV 8 VXU ILEURQHFWLQH 5$&. HVW XQH SURWpLQH VLWXpH j OD FURLVpH GHV
récepteurs aux facteurs de croissance et des intégrines ɴ1. RACK1 est donc capable de moduler le 
recrutement de PP2A et de la sous unité p85 de la PI3K. Nos résultats montrent une augmentation de 
O¶DFWLYLWp GH *6.ɴ au détriment de celle la PI3K, comme le soulignent les expériences de co-
LPPXQRSUpFLSLWDWLRQGHO¶LQWpJULQHɲ&HTXLHVWHQDFFRUGDYHFODEDLVVHGHO¶DFWLYLWpGHODSURtéine 
Akt dans les cellules U937 en adhésion. Les capacités de survie des cellules U937 sont dues à un état 
GH TXLHVFHQFH HW GH QRQ SUROLIpUDWLRQPLJUDWLRQ &HSHQGDQW O¶RUJDQLVDWLRQ GX F\WRVTXHOHWWH VHPEOH
MRXHUXQ U{OHGDQV O¶DFWLYDWLRQGH*6.ɴ dépendantHGH O¶LQWpJULQHɲ5ɴHQHIIHW O¶XWLOLVDWLRQG¶XQ
anticorps bloquant anti-!ɲ5ɴLQKLEHO¶DUURQGLVVHPHQWGHFHOOXOHVHWO¶DFWLYDWLRQGH*6.ɴ͘!
Quant à l¶LQWpJULQHɲ4, elle semble contrôler OHQLYHDXG¶H[SUHVVLRQGH*6.ɴ dans les cellules U937. 
'H SOXV HOOH IDYRULVH OD SKRVSKRU\ODWLRQ DFWLYDWULFH GH O¶HQ]\PH VXU OD W\URVLQH  ORUVTXH OHV
cellules sont en suspension ou en adhésion. Cependant, une approche par siRNA nous a permis de 




montrer que cette intégrine est beaucoup moins essentielle pour une réponse au stress immédiate des 
FHOOXOHV OHXFpPLTXHV DGKpUHQWHV TXH O¶LQWpJULQH ɲ5ɴ1. Cependant, nos expériences montrent une 
FRUUpODWLRQHQWUH O¶HQULFKLVVHPHQWQXFOpDLUHGH ODIRUPHSKRVSKRU\OpHVXU W\URVLQHGH*6.ɴ et 
GHV FRQGLWLRQV SURSLFHV j OD VXUYLH GHV FHOOXOHV OHXFpPLTXHV F¶HVW-à-dire en adhésion. Dans ces 
conditions, une forte co-localisation entre la tyrosine kinase Pyk2 et GSK3 phosphorylée sur tyrosine a 
été constatée au niveau nucléaire. (résultats non publiés) 
Nos résultats et les données bibliographiques nous laiVVHQW j SHQVHU TX¶LO H[LVWHUDLt donc deux 
« pools » distincts de GSK3ɴ dans les cellules de LAM adhérentes, impliqués tous deux dans la survie 
de ces cellules et sous deux formes actives différentes:  
x une forme phosphorylée sur tyrosine 216, dans le noyau, qui activerait directement NF-ʃB, 
et donc entraînerait la transcription de gènes anti-apoptotiques et de résistance,  
x une forme déphosphorylée sur sérine 9, au niveau du compartiment cytoplasme/membrane, 
TXLSRXUUDLWMRXHUXQU{OHGDQVO¶LQKLELWLRQGHVYRLHVDSRSWRWLTXHVH[WULQVqTXHHWLQWULQVqTXH 
Chacune de ces voies de survie serait respectivement sous le contrôle des intégrines ɲ4ɴ1 et ɲ5ɴ1, 
mais une prédominance fonctionnelle pro-survie serait attribuable à ɲ5ɴ1, au moins sur le court terme. 
&HFLHVWHQDFFRUGDYHFO¶LPSRUWDQFHDWWULEXpHjODIRUPHF\WRVROLTXHGH*6K3ɴ dans les fonctions de 
survie cellulaire. 
Ma contribution sur ce papier M¶DLUpDOLVpO¶HQVHPEOHGHVH[SpULHQFHVVXUOHVSDWLHQWV/$0)LJXUH
&HW'-¶DLFRQILUPpOHVUpVXOWDWVREWHQXVDYHFOHVVL51$ɲ4 et ɲHW OHVH[SpULHQFHVG¶DGKpVLRQ
avec des Ac bloquant ou activant ɲ )LJXUH % HW & -¶DL FRQILUPp OHV UpVXOWDWV GH
O¶LPPXQRSUpFLSLWDWLRQɲ5 (Figure 3B) et du siRNA PP2A-%¶ )LJXUH& -¶DL LQLWLp HW HQWLqUHPHQW
réalisé les expériences de la figure 5 sur la résistance au TNF. 
 
 








Partie I I  
Sex differences in the GSK3ȕ-mediated survival of 


















Le concept de cellules souches leucémiques (CSL) est de plus en plus documenté. Ainsi, 
O¶KLVWRLUHFOLQLTXHHWODSK\VLRSDWKRORJLHGHV/$0RQWIRUWHPHQWVXJJpUpTXHOHVFHOOXOHVOHXFpPLTXHV
résistantes aux traitements chimiothérapeutiques sont responsables des rechutes. En effet, ces cellules 
LPPDWXUHV SRVVqGHQW GH JUDQGHV FDSDFLWpV G¶HIIOX[ GHV DJHQWV DQWL-cancéreux (conduisant au 
phénotype de multidrug resistance ou MDR) et seraient mieux protégées vis-à-vis des dommages à 
l¶$'1 Il est aussi admis que le microenvironnement des cellules souches est important pour leur 
fonctionnalité (cycle cellulaire, survie, protection vis-à-vis du stress). 
/¶HQVHPEOHGHQRVUpVXOWDWVDQWpULHXUVHWFHX[GHODOLWWpUDWXUHQRXVRQWLQFLWps à penser que la voie de 
VXUYLH GpSHQGDQWH GH O¶DFWLYDWLRQ GH *6.ȕ GH O¶LQWpJULQH Įȕ G¶LQWHUDFWLRQV DYHF OD QLFKH
hématopoïétique, et de conditions stressantes pourrait représenter un mode de résistance spécifique des 




que la fibronectine soit synthétisée en plus grande quantité par les CSL que par les CSH, et que 
O¶LQWpJULQHɲ5ɴ1, est aussi plus exprimée dans les CSL que dans leur contrepartie normale. De plus, la 
niche médullaire leucémique présente des modifications de type inflammatoire par rapport aux cellules 
de la niche hématopoïétique normale. Toutes ces constatations suggèrent que cette régulation de 
GSK3ɴ soit différente dans ces deux types de cellules souches. 
1RXV DYRQV SUpFpGHPPHQW GpPRQWUp TXH O¶DFWLYDWLRQ GH OD YRLH*6.ȕGH VXUYLH GDQV OHV FHOOXOHV
OHXFpPLTXHVGpSHQGDLW VSpFLILTXHPHQWGH O¶HQJDJHPHQWGH O¶LQWpJULQHĮ5ȕ1 lors de leur adhésion sur 
fibronectine et était corrélée au recrutement de la protéine adaptatrice RACK1 et de la phosphatase 
33$GDQVXQFRPSOH[HPHPEUDQDLUHFRPSUHQDQWO¶LQWpJULQHHW*6.ȕ'H7RQL-Costes et al. 2010). 
$ OD VXLWH GH FHV WUDYDX[G¶pTXLSH UpDOLVpV GDQV GHV OLJQpHV FHllulaires leucémiques et dans le bulk 
WXPRUDO M¶DLpWpFKDUJpHGDQV OHFDGUHGH ODSUpSDUDWLRQGHPD WKqVHGHGpPRQWUHU O¶H[LVWHQFHGH OD
YRLHGHVXUYLH*6.ȕGDQVOHVFHOOXOHVVRXFKHVOHXFpPLTXHVGHSDWLHQWV3RXUFHODM¶DLPLVDXSRLQW
une analyse par cytométrie en flux de la population minoritaire (0,3% environ) des cellules souches 
leucémiques (CD34+CD38-CD123+CD45low ) au sein de la population blastique totale. Après adhésion 
VXUILEURQHFWLQHIL[DWLRQHWSHUPpDELOLVDWLRQGXEXONWXPRUDOM¶DLDQDO\Vé les signaux intracellulaires 
des cellules souches leucémiques comparativement aux cellules souches hématopoïétiques normales 
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Therapeutic resistance of acute myeloid leukemia stem
cells, enriched in the CD34þ38"123þ progenitor popula-
tion, is supported by extrinsic factors such as the bone
marrow niche. Here, we report that when adherent onto
fibronectin or osteoblast components, CD34þ38"123þ
progenitors survive through an integrin-dependent activa-
tion of glycogen synthase kinase 3b (GSK3b) by serine
9-dephosphorylation. Strikingly, GSK3b-mediated survi-
val was restricted to leukemic progenitors from female
patients. GSK3b inhibition restored sensitivity to etopo-
side, and impaired the clonogenic capacities of adherent
leukemic progenitors from female patients. In leukemic
progenitors from female but not male patients, the scaffol-
ding protein RACK1, activated downstream of a5b1-
integrin engagement, was specifically upregulated and
controlled GSK3b activation through the phosphatase
protein phosphatase 2A (PP2A). In a mirrored manner,
survival of adherent progenitors (CD34þ38") from male
but not female healthy donors was partially dependent on
this pathway. We conclude that the GSK3b-dependent
survival pathway might be sex-specific in normal
immature population and flip-flopped upon leukemogen-
esis. Taken together, our results strengthen GSK3b as a
promising target for leukemic stem cell therapy and reveal
gender differences as a new parameter in anti-leukemia
therapy.
Oncogene advance online publication, 4 July 2011;
doi:10.1038/onc.2011.258
Keywords: cell survival; cell adhesion; GSK3b; leukemia
Introduction
Acute myeloid leukemia (AML) is a malignant disorder
derived from a tumor clone in the bone marrow,
producing in excess immature myeloblasts. Leukemic
stem cells (LSCs) with dysregulated self-renewal and
increased resistance are thought to support tumor
maintenance. They can be produced either after the
transformation of hematopoietic stem cells (HSCs) or of
progenitors that have acquired stem cell capacities (Dick
and Lapidot, 2005). In most cases, LSCs display the
same CD34þ CD38" phenotype as HSCs, except that
LSCs have increased expression of CD123 (a-subunit of
the interleukin-3 receptor) (Jordan et al., 2000; Jin et al.,
2009).
The resistance of LSCs to conventional drug treat-
ment has been described previously. Those drug-
resistant cells are localized in the osteoblastic niche of
the bone marrow (Ishikawa et al., 2007; Saito et al.,
2010). They are quiescent and thus are not killed by
antiproliferative chemotherapeutic regimens targeting
cell cycle or DNA replication. In cases of disease remis-
sion where elimination of cycling progenitors is achieved,
relapses are frequent because of resistant LSCs and the
prognosis is poor. The two main options proposed to
eradicate LSCs aim at pushing LSCs out of their
protective bone marrow niche (Jin et al., 2006; Saito
et al., 2010) or killing them by targeting their specific
signaling pathways (Guzman et al., 2005; Xu et al., 2005).
However, a large number of primary cells from patients
are refractive to these treatments, suggesting that new
strategies are likely needed to eradicate LSCs.
Overproduction of extracellular matrix (fibronectin;
Vialle-Castellano et al., 2004) and disorganization of
the niche stromal cells (Despeaux et al., 2011) might
promote tumorigenesis to the detriment of normal
hematopoiesis. In vitro, cell adhesion-mediated drug
resistance (CAM-DR) (Recher et al., 2004; Li and Dalton,
2006) depends on integrin binding to the extra-
cellular matrix. Combination of anti-a4-integrin anti-
bodies and cytosine arabinoside (Ara-C) successfully
eradicated bone marrow minimal residual disease in mice
(Matsunaga et al., 2003). The phosphoinositide 3-kinase
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(PI3K) pathway is involved in the a4b1-integrin control
of leukemic cell survival. We have also previously
demonstrated that a glycogen synthase kinase 3b
(GSK3b)-dependent survival pathway is triggered under
serum-starved conditions and after a5b1-integrin-
mediated cell adhesion onto fibronectin or osteoblasts
(De Toni et al., 2006; De Toni-Costes et al., 2010). This
pathway induces both CAM-DR of leukemic cells in
response to daunorubicin and resistance to tumor
necrosis factor-a. GSK3b-dependent cell survival im-
plicates nuclear factor-kB activation (Ougolkov et al.,
2007) and negative regulation of both intrinsic and
extrinsic caspase-dependent pro-apoptotic pathways
(Sun et al., 2008). The GSK3b activation in adherent
leukemic cells requires its serine 9 (ser-9) dephosphoryla-
tion by PP2A in an a5b1-associated signaling complex
including active GSK3b, PP2A and the adaptor RACK1
(De Toni-Costes et al., 2010).
The overexpression and overactivation of GSK3b is
associated to an increased cell proliferation/survival in
different cancers (Luo, 2009) and to an unfavorable
prognosis in AML (Kornblau et al., 2009). Given the pro-
oncogenic role of GSK3b in stem cells as demonstrated
recently in leukemia (Wang et al., 2008, 2010) and the
HSC maintenance upon GSK3b inhibition (Trowbridge
et al., 2006; Holmes et al., 2008), GSK3b might represent
an attractive therapeutic target in leukemia.
The objectives of this study were to: determine
whether activation of GSK3b and survival response to
GSK3b inhibitors can discriminate immature AML cells
from their normal counterpart; unravel potential corre-
lations between the GSK3b-dependent survival pathway
and the clinical/biological parameters in AML; and
delineate which factors (that is, RACK1, PP2A) are
determinant in the set up of the GSK3b-dependent
survival pathway in immature leukemic cells.
Results
Adhesion-triggered activation of GSK3b discriminates
leukemic progenitors from their normal counterpart and
is gender-dependent
The expression of GSK3b was first studied by western
blotting in the tumor bulk of a large cohort of patients
with different French–American–British classification
and karyotypes (Figure 1a and Supplementary Table 1).
Compared with normal CD34þ , the expression of
GSK3b in blasts was evaluated as low or high. Blasts
with a very weak or null expression of GSK3b were
from AML displaying the (15;17) translocation (n¼ 12),
or more rare genetic abnormalities (16;16 translocation,
n¼ 2). All of these cases with a low expression of
GSK3b were characterized by a good prognosis and
thus were excluded from our study.
The expression of GSK3b was further analyzed by flow
cytometry in cells harboring the CD34þ38#123þ pheno-
type, potentially enriched in LSCs (Figure 1b and
Supplementary Figure 1). The expression of GSK3b
was lower in leukemic CD34þ38#123þ cells (leukemic
progenitors) with normal or complex karyotype as com-
pared with normal CD34þ38# cells (normal progenitors).
Phosphorylation on ser-9 of GSK3b induces inhibition of
the enzyme and this inhibited form is observed both in
leukemic or normal progenitors (Figure 1b).
As we have previously observed that GSK3b was
activated upon cell adhesion (De Toni et al., 2006; De
Toni-Costes et al., 2010), we then worked with adhering
cells. Both whole normal mononucleated cells and
leukemic cell populations were submitted to adhesion
to a fibronectin matrix under serum-starved conditions
for 1 h followed by incubation in the presence of serum
for 24 h. The ser-9-phosphorylated form of GSK3b
decreased in adherent CD34þ38#123þ cells from 43%
AML patients (n¼ 28; Table 1), during the course of the
24 h experiment (Figure 1c). Strikingly, this group of
AML patients presenting adherent cells with active
GSK3b was of female gender (Figure 1c, left panel
and Table 1). CD34þ38#123þ cells from male patients
displayed opposite regulation of GSK3b with an increa-
sed ser-9 phosphorylation in adherent cells (Figure 1c, left
panel and Table 1). This result shows that, in leukemic
progenitors, the activation of GSK3b is linked both to
sex and adhesive conditions. Importantly, none of the
clinical and biological parameters of female and male
AML patients were significantly different (Table 1).
Adhesion-induced GSK3b activation was also inves-
tigated in CD34þ38# cells from male and female age-
matched healthy donors (median age healthy donor vs
AML patient: female 68 vs 54, Po0.14; male 68 vs 64,
Po0.34). As shown in Figure 1c (right panel), GSK3b
was transiently dephosphorylated (thus more activated)
in cells adhering for 1 h and originating from male
healthy donors, but GSK3b phosphorylation was un-
changed in cells from female healthy donors as com-
pared with non adherent cells. Of note, cell adhesion
onto fibronectin was quantitatively similar between
leukemic and normal cells as well as the recovering of
the CD34þ38# populations after adhesion compared
with suspension (Supplementary Figure 2).
To correlate ser-9 dephosphorylation of GSK3b with
its increased activity, we have measured the phosphory-
lation of the glycogen synthase, a primary substrate for
GSK3b. Glycogen synthase was more phosphorylated
in adherent CD34þ38#123þ cells from female patients
compared with suspension, but it was not the case in the
presence of the GSK3 inhibitor SB216763 (Figure 1d
and Supplementary Figure 3a). Consistent with the
absence of dephosphorylation of GSK3b upon adhesion
of CD34þ38# cells from female healthy donors, the
phosphorylation of glycogen synthase was not increased
(Figure 1d).
Overall, these data indicate that adherent leukemic
and normal progenitors regulate GSK3b in an opposite
manner, depending on patients’ gender.
Inhibition of GSK3b decreases survival and clonogenic
capacities of adherent and chemoresistant leukemic
progenitors from female AML patients
As our previous data (De Toni et al., 2006; De Toni-
Costes et al., 2010) and those from others (Matsunaga
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et al., 2003) have shown that a balance between GSK3b
and PI3K/Akt activation could support integrin-medi-
ated survival and chemoresistance of leukemic cells,
GSK3 inhibitors (SB216763, 6-bromoindirubin-30-
oxime), PI3K inhibitors (wortmannin, LY294002) and
chemotherapeutic drugs (the nucleoside analog Ara-C
and the topoisomerase inhibitor etoposide) were
applied to adherent blasts (Figure 2a and Supplemen-
tary Figure 3b). CD34þ38"123þ cells with active
GSK3b from female patients displayed pro-apoptotic
response to GSK3, but not PI3K inhibitors under
adhesive conditions. Moreover, these cells displayed
CAM-DR to etoposide but not Ara-C. CD34þ38"123þ
cells from male patients, with no increase of activated
GSK3b upon adhesion, were sensitive to wortmannin
in adhesion and were characterized by poor sensitivity
to chemotherapeutic drugs both in suspension and in
adhesive conditions. The wortmannin-induced apop-
tosis of leukemic cells in suspension and in adhesion,
respectively, from female and male patients was not
Figure 1 Adhesion-triggered activation of GSK3b discriminates leukemic from normal progenitors and is gender-dependent.
(a) Analysis of GSK3b expression in normal CD34þ and AML bulk by western blotting. (b) GSK3b expression (MFI total GSK3b)
and inhibited GSK3b (MFI ratio P(S9)GSK3b/GSK3b) were studied in bone marrow hematopoietic cells from healthy donors (n¼ 12)
and AML patients (normal karyotype n¼ 16; complex karyotype n¼ 8). Immediately after thawing, immature fractions (leukemic
CD34þ38"123þ or normal CD34þ38" progenitors) were analyzed by fluorescence-activated cell sorting as described in Materials and
methods. (c) Cells from AML patients and healthy donors were serum-starved for 1 h, and then allowed to adhere on a fibronectin
matrix for 1 h and further incubated in medium supplemented with the serum until 24 h as described in Materials and methods. At
1 and 24 h adhesion, inhibited GSK3b was analyzed in immature fractions. Data are from 28 AML patients (women, n¼ 12 and men,
n¼ 16) and 16 healthy donors (women, n¼ 11 and men, n¼ 5). (d) At 1 h adhesion, cells from AML patients and healthy donors were
treated or not with the GSK3 inhibitor SB216763 (10mM) during 1 h. Percentage of variation of inhibited form of GS (MFI ratio
P(S641)GS/GS) was quantified by fluorescence-activated cell sorting in immature fractions and compared with the sample in
suspension. Data are from three female AML patients and three female healthy donors. Comparison to suspension or as indicated:
mean±s.e.m. *Po0.05; **Po0.01; ***Po0.001.
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reproduced by the PI3K inhibitor LY294002. Instead,
LY294002 induced a transient decrease of ser-9 phos-
phorylation on GSK3b, thereby contrasting the effects
of wortmannin (Supplementary Figure 4a). This sug-
gests that non-reversible inhibition of PI3K is required
to trigger apoptosis. Also, it should be noted that the
survival responses of the male group were not homo-
geneous with the possible occurrence of CAM-DR either
to etoposide or to Ara-C (Supplementary Figure 4b).
However, the sequential treatment by the GSK3 inhibitor
and etoposide abolished CAM-DR in CD34þ38"123þ
cells from female patients and etoposide-induced apop-
tosis in CD34þ38"123þ cells from male patients
(Figure 2b). This suggests that the leukemic progenitors
from female patients could display the unique ability to
both activate GSK3b for their survival and develop
CAM-DR upon adhesion.
Figure 2c shows that CD34þ38" cells from female
healthy donors were not sensitive to GSK3 inhibition as
opposed to cells from male healthy donors that were
specifically killed by SB216763, in correlation with their
ability to activate GSK3b upon adhesion onto fibronectin
(Figure 1c). However, CD34þ38" cells from male healthy
donors were not resistant to etoposide under adhesive
conditions. Upon adhesion on osteoblasts, CD34þ38"
cells from female healthy donors did not become
apoptotic when treated with SB216763 as opposed to
their leukemic counterpart (Figure 2d). Overall these data
show that normal progenitors from female healthy donors
are not dependent on GSK3b activation for their survival
under adhesive conditions in contrast to leukemic
progenitors from female AML patients.
We have then explored the consequences of GSK3
inhibition on the clonogenic capacities of leukemic
cells from female and male patients. First of all, an
increase of clone production was measured in assays
performed with adherent leukemic cells from female but
not male patients compared with cells in suspension
(Figure 2e). Whereas leukemic cells from both groups of
patients decreased their clonogenic potential after the
treatment by Ara-C or etoposide, adherent cells from
female patients and surprisingly cells in suspension
from male patients were sensitive to GSK3 inhibitor
SB216763 treatment (Figure 2e). This shows that both
cell resistance and clonogenic properties are under the
control of GSK3b in adherent progenitors from female
patients.
As we have shown that both bulk and immature
cells from AML patients expressed GSK3b, we have
investigated whether these two cell populations could



















55 BM 63 F 2 45xxinv3del7 No NA NA 78 85 4.3 Yes Yes Yes
41 BM 81 F 1 46xx5qiso7p No 6.5 83 99 99 25 No — No
30 BM 21 F 5 Normal Yes 226 85 99 1 0.1 Yes Yes Yes
63 BM 57 F 5 Normal Yes 71.8 88 53 25 1.4 No — Yes
32 B 44 F 4 Normal Yes 186 68 99 46 4.5 No — Yes
74 B 64 F NA Complex No NA 80 NA 11.5 0.4 No — Yes
75 B 48 F 2 45xxdelq7 NA NA 55 NA 44 23 Yes Yes Yes
84 BM 77 F 5 Normal NA NA NA NA 33 23 No — No
85 BM 73 F 4 Normal No 28.2 29 98 75 0.3 Yes No No
86 BM 38 F 4 Normal No 33.8 70 98 1 2.4 Yes No No
87 BM 38 F 1 Normal No 85.5 90 99 2 1.4 Yes No No
88 BM 51 F 4 Normal No 10.1 92 99 1 0.3 Yes No No
Gp. II a
13 B 73 M 4 46xydel7 NA NA 78 NA 26 0.2 Yes Yes Yes
11 BM 65 M 5 Normal No 69 57 99 40 8.2 Yes No No
76 BM 61 M 4 NA NA NA NA NA 1 0.2 NA NA NA
77 BM 76 M 4 Normal No 49 65 96 1 0.2 YES Yes Yes
78 B 56 M 5 Normal NA NA 68 NA 26 0.2 Yes No No
35 BM 62 M 2 Complex No 29.8 48 82 1 0.07 Yes No No
10 BM 69 M 4 Normal No 94.4 77 10 93 11.3 No — Yes
79 B 81 M 5 Trisomy 8 NA NA 70 NA 8 17 Yes Yes Yes
80 B 67 M 0 Normal NA NA 44 NA 70 1.2 NA NA NA
36 BM 61 M 0 Complex NA 1.4 76 7 90 0.1 Yes No No
81 B 43 M 4 Normal NA NA 57 NA 49 8.7 Yes No No
17 BM 66 M 1 Normal No 129 89 40 87 2.2 No — Yes
39 BM 24 M 2 Complex No 3.2 66 99 57 23 Yes Yes No
23 BM 83 M 4 Normal Yes 14.7 82 82 90 14 No — Yes
82 B 37 M 5 Normal NA NA 40 NA 56 6.1 Yes No No
83 BM 22 M 5 Normal Yes NA 90 72 12.6 0.5 Yes Yes No
Abbreviations: AML, acute myeloid leukemia; B, blood; BM, bone marrow; CR, complete remission; F, female; FAB, French American British;
FLT3-ITD, FLT3-internal tandem duplication; GSK3b, glycogen synthase kinase 3b; M, male; NA, not available; WBC, white blood cell count.
Percentages of CD34þ , CD33þ and CD34þ38"123þ cells in the total leukemic samples are shown.
aGroup I and II AML patients were referred as to activation or inhibition of GSK3b in CD34þ38"123þ cells under adhesion, respectively.
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display similar apoptotic responses. Compared with bulk,
CD34þ38"123þ cells from female patients displayed
CAM-DR and apoptotic response to GSK3 inhibition
under adhesion (Figure 3a). Although ser-9 dephos-
phorylation of GSK3b and apoptotic response to
SB216763 were correlated in adherent CD34þ38"123þ
cells, it was not the case in bulk (Figure 3b). Thus, the
GSK3b-linked survival pathway cannot be studied in
the tumor bulk to predict the responses of immature
leukemic cells.
Altogether, these results show that active GSK3b is a
pathway for cell survival of adherent immature cells
Figure 2 Inhibition of GSK3b decreases survival and clonogenic capacities of adherent and chemoresistant leukemic progenitors from
female AML patients. Adherent cells from AML patients and healthy donors as described in Figure 1 were treated or not (Ct) by
GSK3 inhibitors (SB216763 10 mM, 6-bromoindirubin-30-oxime 1mM), PI3K inhibitors (LY294002 10mM, wortmannin 0.1 mM) and
chemotherapeutic drugs (etoposide 1mM, Ara-C 1 mM) for 1 h. Then, cells were washed and incubated in serum-containing medium for
24 h. Apoptosis was measured by flow cytometry in immature fractions using labeling by APO2.7. Results were evaluated as the
percentage of apoptotic cells in suspension or in adhesion for each treatment. (a) Data are from 28 AML patients (women, n¼ 3–12,
men, n¼ 4–16). (b) AML cells were incubated with SB216763 during serum starvation before adhesion and then with etoposide after
adhesion. Data are from three female and three male AML patients. (c) Data are from female (n¼ 9) and male (n¼ 5) healthy donors.
(d) Cells from female healthy donors (n¼ 3) and female AML patients (n¼ 3) were adhered on osteoblasts and after 1 h were treated by
SB216763. Analysis of cell survival in immature fractions was performed as described above through the quantification of apoptotic
cells. Basal apoptosis measured in adherent normal or leukemic cells: 31±5 vs 29±1%, mean±s.e.m. (e) Adherent cells were treated as
described above with drugs and thereafter their clonogenic properties were analyzed as described in Materials and methods. Colony-
forming unit-leukemic clusters (CFU-L) (leukemic colonies420 cells and clusters45 cells) were scored by inverted microscope at day
7. Results are expressed as % variation of CFU-L compared with untreated cells in suspension (women 685±92 CFU-L and men
735±37 CFU-L, mean±s.e.m.) from two female and two male AML patients analyzed in duplicate. Comparison to respective control
in suspension or in adhesion, or as indicated: mean±s.e.m. *Po0.05; **Po0.01; ***Po0.001.
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from female AML patients that participates in their
specific resistance to drugs and clonogenic potential.
A RACK1-dependent a5b1-integrin/PP2A/GSK3b
pathway supports cell survival of leukemic progenitors
from female AML patients
The integrin/GSK3b-dependent survival pathway could
be intrinsically or extrinsically sex-determined. We have
first studied the influence of a treatment with sexual
hormones on cell survival of leukemic progenitors.
Considering the important role of insulin growth factor-1
in regulating HSC functions (Mayack et al., 2010) and
in promoting the survival properties of fibronectin
(Edderkaoui et al., 2007), we have also evaluated its
influence. However, none of these treatments significantly
modified survival of progenitors from male and female
AML patients, whether cells were cultured in suspension
or in adhesive conditions (Supplementary Figure 5). Basal
expression of the estrogen receptor a and of the insulin
growth factor-1 receptor did not differ between the two
groups of patients (Supplementary Table 2).
The absence of response after short exposure to
hormones prompted us to search intrinsic molecular
differences between leukemic progenitors from male and
female patients that could support the GSK3b-depen-
dent survival pathway. We have focused our study on
the scaffolding protein RACK1 whose association with
the a5b1-integrin and PP2A has been correlated with
occurrence of the GSK3b-linked survival pathway in
adherent leukemic cells (De Toni-Costes et al., 2010). As
shown in Table 2, CD34þ38"123þ cells from female
patients displayed high RACK1 expression compared
with cells from male patients. This expression of
RACK1 was further increased (56%) in CD34þ38"123þ
cells from female patients upon adhesion on fibro-
nectin. CD34þ38" cells from female healthy donors
were characterized by a low content of RACK1 and
a5-integrin compared with their leukemic counterpart.
However, the basal expression of a5-integrin was not
Figure 3 Leukemic progenitors and bulk from female AML patients display different apoptotic responses to chemotherapy and
GSK3b inhibition. (a) Female AML samples (n¼ 9) in suspension or in adhesion were treated by etoposide or by the GSK3 inhibitor
SB216763 as described in Figure 2. The apoptotic responses of leukemic progenitors (CD34þ38"123þ ) and bulk were analyzed by flow
cytometry as described in Materials and methods. Comparison to respective control in suspension or in adhesion, or as indicated:
mean±s.e.m. *Po0.05; **Po0.01; ***Po0.001. (b) A correlation curve between ser-9 dephosphorylation of GSK3b and apoptotic
response to SB216763 upon adhesion was calculated for total mononuclear cells (bulk) and leukemic progenitors (CD34þ38"123þ )
from the nine female AML patients studied in (a). Adhesion-induced dephosphorylation of GSK3b was calculated from the ratio
P(S9)GSK3b/GSK3b in suspension minus adhesion. SB216763-induced apoptosis in adhesion was the ratio of apoptosis in adhesion vs
non-treated control. Linear regression (solid line, r, linear correlation coefficient; r2, coefficient of determination; P, probability value)
and 95% confidence intervals (dashed line) are shown.
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found different between male and female AML patients
(Table 2). The high level of RACK1 in CD34þ38"123þ
cells from female patients correlated with the specific
ability to dephosphorylate (activate) PP2A and GSK3b
in adhesion. CD34þ38" cells from male healthy donors
having the ability to activate GSK3b in adhesion were
characterized by high amounts of PP2A and GSK3b
under basal conditions compared with immature cells
from male AML patients and female healthy donors
(Table 2). In basal conditions, PP2A was poorly phos-
phorylated, thereby being mostly active in CD34þ38"
cells from male healthy donors. Overall these data
indicate that the striking changes in immature cells
upon leukemic transformation are first, an increase of
RACK1 and a5–integrin, in female subjects, and second,
a decrease of PP2A and GSK3b, in male subjects. These
leukemia-associated variations correlate with decreased
ability to activate PP2A and GSK3b both in suspension
and in adhesion for male subjects. On the other hand,
those variations correlate with an increased capacity to
activate PP2A and GSK3b specifically in adhering cells
from female subjects. The expression of survivin, a
potential partner of GSK3b in controlling leukemic cell
survival (Holmes et al., 2008), was unchanged between
gender groups of patients. A higher expression of a4-
integrins and of the cyclin-dependent kinase inhibitor p21
but no change in p27 expression were measured in progeni-
tors from female patients compared to cells from male
patients. This suggests that specific microenvironmental
interactions and cell cycle status could characterize
leukemic progenitors from female patients (Supplemen-
tary Table 2). Interestingly, one male and one female
AML patients did not display the GSK3 phenotype
corresponding to their gender group, their leukemic
progenitors expressing high and low levels of RACK1,
respectively (Supplementary Table 3). The male patient-
derived leukemic cell line U937 displayed also the
female-related GSK3 phenotype (De Toni et al., 2006;
De Toni-Costes et al., 2010) and increase of RACK1
upon adhesion (Supplementary Table 3).
RACK1 has been described to associate and to regu-
late PP2A (Kiely et al., 2008), and we have previously
shown that the a5b1 recruits RACK1 and triggers PP2A
activation that controls the ser-9 dephosphorylation of
GSK3b in the leukemic cell line U937 (De Toni-Costes
et al., 2010). Indeed, inhibition of PP2A by okadaic acid
triggered both ser-9 phosphorylation (inhibition) of
GSK3b and apoptosis in adherent CD34þ38"123þ cells
from female patients (Figure 4a). Downstream of inte-
grin engagement, the other potential substrate of PP2A
is the ser-473 activatory residue of Akt (Ivaska et al.,
2002; De Toni-Costes et al., 2010). Accordingly, the
ser-473 phosphorylation of Akt was decreased in
adherent CD34þ38"123þ cells from female patients
compared to cells from male patients (Supplementary
Table 2). Altogether, our results show that the activation
of PP2A is implicated in increased activity of GSK3b and
survival of adherent progenitors from female patients.
Table 2 Study on expression/activation of the a5-integrin/RACK1/PP2A/GSK3b pathway in leukemic or normal progenitors from male and
female patients
Female Male
Suspension (MFI) Adhesion (MFI) Suspension (MFI) Adhesion (MFI)
Leukemic cells
CD34þ38"123þ
RACK1 16 308±2292#1 25 488±3152* 9088±1546 7088±2037
a5-Integrin 16 876±2045# 8631±1665 11 658±2114 11 106±3414
P(Y307)PP2A 8418±1068 2693±1198 5657±783 5314±710
PP2A 7116±478 5652±1387 5076±324# 5093±284
P(Y307)PP2A/PP2A 1.02±0.21 0.48±0.13* 1.00±0.04# 1.20±0.22#
P(S9)GSK3b 5913±416 3092±312 4375±421 5443±492
GSK3b 2607±232 2852±298 2317±366# 2442±296
P(S9)GSK3b/GSK3b 2.47±0.69 1.33±0.13* 1.90±0.23 2.30±0.25
Normal cells
CD34þ38"
RACK1 4824±649 5198±525 6649±1712 7463±1812
a5-Integrin 5365±704 6427±1214 10 412±3821 11 580±1768
P(Y307)PP2A 10 430±1340 8751±1936 8152±861 8270±1185
PP2A 8733±6421 8592±1385 15 412±3467 10 800±1385
P(Y307)PP2A/PP2A 1.02±0.161 0.83±0.15 0.53±0.06 0.8±0.06
P(S9)GSK3b 14 378±4366 16 411±5148 28 126±8025 23 365±10 625
GSK3b 5427±9411 4957±942 10 449±1300 18 607±2698
P(S9)GSK3b/GSK3b 2.80±0.52 3.40±0.671 2.60±0.60 1.29±0.21*
Abbreviations: AML, acute myeloid leukemia; FACS, fluorescence-activated cell sorting; GSK3b, glycogen synthase kinase 3b; MFI, mean
fluorescence intensity; PP2A, protein phosphatase 2A.
Cells from AML patients or healthy donors were incubated for 1 h in the absence of serum and then allowed to adhere on a fibronectin matrix.
After 1 h adhesion, FACS analysis quantified protein expression and phosphorylation in immature fractions (leukemic CD34þ38"123þ
progenitors, normal CD34þ38" progenitors) as described in Material and methods. Results are expressed as the MFI of stained sample. Data
are from 4 to 9 female and 4–16 male AML patients and from 3 to 10 female and 3 to 6 male healthy donors (mean±s.e.m).
Statistical comparison: female vs male, 1Po0.05; adhesion vs suspension, *Po0.05; AML patient vs healthy donor, #Po0.05.
The italicised numbers indicate ratio phosphoprotein/total protein.
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We have then performed small interfering RNA
(siRNA) knockdown of RACK1 in leukemic cells from
female patients. As shown in Figure 4b, the expression
of RACK1 in CD34þ38"123þ cells was only partially
decreased by siRNA treatment 48 h after transfection
(33±5% and 53±7% in suspension and adhesion,
respectively), but the increase of RACK1 upon adhesion
compared with suspension (35±22%) was abolished.
The treatment by RACK1-directed siRNA increased the
inhibited forms of PP2A and GSK3b in CD34þ38"123þ
cells both in suspension and in adhesion (Figure 4c).
RACK1-directed siRNA, similar to the GSK3 inhibitor
SB216763, triggered apoptosis specifically in adherent
CD34þ38"123þ cells (Figure 4d). Also, RACK1-direc-
ted siRNA blocked the occurrence of CAM-DR to
etoposide (Figure 4e).
Figure 4 A RACK1-dependent integrin/PP2A/GSK3b pathway supports cell survival of leukemic progenitors from female AML
patients. (a) Cells from female AML patients were treated or not (Ct) by okadaic acid (0.1mM) during serum starvation before
adhesion. Then, measurement of PS(9)GSK3b and apoptosis was performed as in Figures 1 and 2. (b–e) At 24 h after transfection of
siRNA directed to RACK1 or of siRNA control (siCt), AML cells from female patients were serum-starved, adhered to fibronectin
and further analyzed for apoptosis after reintroduction of serum as described in Materials and methods. (b) RACK1 expression was
checked at 48 h post-transfection by flow cytometry in CD34þ38"123þ progenitors. Results were evaluated as the percentage of MFI
compared with the control in suspension. Decrease of RACK1 expression measured by flux cytometry or western blotting is shown.
(c) Percent variations of inhibited PP2A (MFI P(Y307)PP2A/PP2A) and inhibited GSK3b (MFI P(S9)GSK3b/GSK3b) in
CD34þ38"123þ progenitors were analyzed by fluorescence-activated cell sorting at 24 h adhesion on fibronectin and compared to
suspension. (d) Adherent leukemic cells were treated by SB216763 (10mM) and apoptosis was assessed at 24 h using labeling by APO2.7
as described in Materials and methods. (e) SiCt- and siRACK1-treated adherent leukemic cells were treated by etoposide (1 mM) and
CAM-DR (apoptotic response in adhesion relative to suspension) was measured. Data are from three female AML patients
(mean±s.e.m.), comparison to the respective untreated or siCt.-treated cells in suspension or in adhesion, or as indicated: *Po0.05;
**Po0.01; ***Po0.001.
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Altogether, these results show that RACK1 has a
critical role downstream of integrin engagement in
triggering GSK3b-dependent cell survival of leukemic
progenitors from female AML patients.
Discussion
Here, we have demonstrated that the integrin-dependent
RACK1/PP2A/GSK3b pathway has a central role in
survival and chemoresistance of leukemic progenitors
from female AML patients (Figure 5). We have
previously shown (De Toni-Costes et al., 2010) that
both RACK1 and GSK3b were recruited in a complex
containing a5b1 upon leukemic cell adhesion. Conver-
sely, PP2A was already found associated with a5b1-
integrin in suspended cells. RACK1 has been shown to
bind the cytoplasmic tail of a5b1 and to potentially
trigger activation of PP2A when cells are cultured
without the serum (Kiely et al., 2008). As it has not been
shown that RACK1 is a direct partner of GSK3b, we
thought that the integrin engagement might trigger a
cytoskeletal reorganization allowing the recruitment of
RACK1 and GSK3b in the vicinity of PP2A, thereby
allowing its phosphatase activity on a pool of GSK3b.
Our data showing that RNA interference directed to
RACK1 inhibits both PP2A and GSK3b activation is in
favor of this hypothesis. The activation of GSK3b
downstream of b1-integrin engagement has been de-
scribed in two models (Ivaska et al., 2002; De Toni-
Costes et al., 2010), where a simultaneous dephos-
phorylation of Akt under the control of PP2A activation
has been observed. Therefore, as potential substrate of
Akt, GSK3b, could be activated upon cell adhesion
either directly by PP2A or through Akt inhibition.
The most striking observation in our study was
that induction of the integrin/GSK3b-dependent cell
survival occurred specifically in leukemic progenitors
from female patients and normal progenitors from
male healthy donors. Thus, we have obtained mirrored
survival responses to GSK3b inhibition in immature
hematopoietic cells from male and female patients by
comparison of their normal or leukemic status. How-
ever, the activated form of PP2A was found increased
in progenitors from male healthy donors under basal
conditions, whereas it was only triggered after adhesion
of leukemic progenitors from female patients. Our data
suggest that gender disruption in GSK3b-associated
survival upon leukemic transformation of progenitors
could be linked to the upregulation of RACK1 in female
patients and the downregulation of PP2A in male
patients.
The increase of a5 and RACK1 expression in leuke-
mic progenitors from female patients could be second-
ary to the inflammatory niche and nuclear factor-kB
activation (Del Vecchio et al., 2009; Sampaio et al.,
2010). Sex differences in immune responses have
been described. For instance, higher production of
interferon-a by activated peripheral blood mononuclear
cells from women compared with cells from men has
been described (Bergho¨fer et al., 2006). Interestingly,
interferon-a restores normal b1-integrin-mediated inhi-
bition of leukemic progenitor proliferation (Bhatia
et al., 1996) and RACK1 has been shown to be a
partner of both integrin and interferon-a receptor
(Kubota et al., 2002; Kiely et al., 2008). A large study
on differential cytokine production by immature leuke-
mic cells from female and male patients should be
performed in the future. Although the overactivation of
brain GSK3b under stressful conditions can be pre-
vented by testosterone (Papasozomenos and Shanavas,
2002), in our experiments, neither testosterone nor
estrogen did modify cell survival of adherent progeni-
tors, suggesting innate sex differences in pathways
controlling cell survival (Du et al., 2004).
To our knowledge, large clinical trials in AML have
not shown any gender-specific differences in the
response to chemotherapy. Indeed, we have also
observed here that leukemic progenitors both from
female and male groups display CAM-DR to etoposide.
However, CAM-DR to etoposide of leukemic progeni-
tors from female patients was specifically supported by
activated GSK3b, suggesting that different signaling
pathways depending on sex could control the treatment
response. Etoposide-resistant leukemic progenitors from
female but not male patients conserved sensitivity to
Ara-C that could be explained by the negative regula-
tion of Mcl-1 by GSK3b (De Vries et al., 2006; Ding
et al., 2007). Interestingly, male gender correlates
with poor response to high-dose Ara-C-based consoli-
dation chemotherapy (Schiller et al., 1994). However,
we differentiated a ‘female-type survival response’ in
leukemic progenitors from a male patient and a ‘male-
type survival response’ in leukemic progenitors from
Figure 5 Schematic representation of the pro-survival integrin/
RACK1/PP2A/GSK3b pathway in adherent leukemic progenitors
from female AML patients. Pharmacological or RNA interference
tools used for the demonstration are shown.
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a female patient. This discordance correlated with
abnormal regulation of the GSK3-dependent survival
pathway, and the mechanisms involved require to be
further investigated. Thus, despite no clinical evidence
for gender-related response to chemotherapy, our data
show gender-specific signaling pathways in leukemic
immature cells opening new therapeutic issues.
Beside its role in cell survival, GSK3 inhibition modu-
lates clonogenic capacities through potential changes
in both proliferation and differentiation of leukemic
cells. In our experiments, the high expression of GSK3b
and CD34 in AML blasts was correlated, whereas the
low expression of GSK3b was found in AML French–
American–British3 that benefit from a curative treat-
ment with retinoic acid. Whether GSK3b has a critical
role in the differentiation response to retinoic acid
should be investigated. Also, in AML cells with active
GSK3b upon adhesion, we have not detected a lower
expression of p27 compared with other groups (nor
mixed lineage leukemia mutations, not shown), as
previously demonstrated in mixed lineage leukemia
(Wang et al., 2008, 2010).
In conclusion, our data reveal major differences in
survival pathway of leukemic and normal progenitors
from female vs male patients. Further in vivo studies
would be performed to extend these striking observa-
tions to support a differential therapeutic approach
between female and male AML patients. GSK3bmay be
a promising target in female AML patients to eradicate
LSCs while sparing HSCs. This work would also
provide better understanding of the role of GSK3b in
leukemogenesis in relation to adhesive and sex pheno-
types of LSCs.
Materials and methods
Antibodies and pharmacological inhibitors
Monoclonal antibodies: GSK3b, RACK1, CD34-PE-Cy7 clone
8G12, CD38-APC or CD38-FITC clone HIT2, CD45-Pacific
blue clone HI30, CD123-PE clone 9F5 (BD Biosciences, Le
pont de Claix, France); actin (Sigma-Aldrich, St-Quentin-
Fallavier, France); a5-integrin (Chemicon, Temecula, CA,
USA); purified mouse IgG isotypes (Biolegend, San Diego,
CA, USA); and APO2.7-PE-Cy5 (Immunotech, Marseille,
France).
Polyclonal antibodies: P(S9)GSK3b (Abcam, Paris, France);
PP2A (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA);
P(Y307)PP2A (Epitomics, Burlingame, CA, USA); glycogen
synthase, P(S641)glycogen synthase, horseradish-peroxidase-
conjugated secondary antibodies (Cell Signaling Technology,
Danvers, MA, USA); and Alexa488-conjugated secondary
antibodies (Invitrogen, Cergy Pontoise, France).
Pharmacological inhibitors and drugs: SB216763, 6-bromo-
indirubin-30-oxime, okadaic acid, LY294002, wortmannin
(Sigma Aldrich); Ara-C (Upjohn, Paris, France); etoposide
(VP16; Teva Pharma, Courbevoie, France).
Cells
Fresh and thawed samples from AML patients and discarded
hip surgery fragments from hematological healthy patients
have been obtained after informed consent and stored at the
HIMIP collection. According to the French law, HIMIP
collection has been declared to the Ministry of Higher
Education and Research (DC 2008-307 collection 1) and
obtained a transfer agreement (AC 2008-129) after approba-
tion by the ‘Comite´ de protection des Personnes Sud-Ouest
et Outremer II’ (ethical committee). Clinical and biological
annotations of the AML samples have been declared to the
CNIL (Comite´ National Informatique et Liberte´s, that is,
Data Processing and Liberties National Committee). Normal
bone marrow samples were collected anonymously.
Fresh AMLs were obtained from bone marrow of 88
patients using Ficoll–Hypaque density gradient centrifugation
(Toulouse University Hospital, Toulouse, France). Blasts were
immediately cryopreserved in Iscove’s modified Dulbecco’s
medium with dimethyl sulfoxide and fetal calf serum
(FCS). All patients were diagnosed according to World Health
Organization classification in the Hematology Department
of the Toulouse University Hospital. Leukemias were charac-
terized in terms of morphology (French American British
classification), karyotype and immunophenotyping. Bone
marrow samples contained more than 80% leukemic blasts
after processing.
Normal bone marrow hematopoietic cells were obtained at
the Orthopedic Department of Toulouse University Hospital.
CD34þ cells were isolated as previously at purity of 90%
(Recher et al., 2004).
For experiments, blasts and normal cells were immediately
resuspended in Iscove’s modified Dulbecco’s medium after
thawing. Only samples with more than 70% of cell survival
estimated by Trypan blue were processed.
Fresh human osteoblasts were prepared, cultured and
characterized as described previously (De Toni et al., 2006).
Transfection of siRNA
AML cells were transfected using Lipofectamine RNAiMAX
(Invitrogen). A total of 3" 105 cells have been mixed in 2ml
opti-MEM (Invitrogen) w/o FCS and antibiotic in six-well
plates, and 7.5 ml Lipofectamine RNAiMAX with 50 nM
siRNA RACK1 (AB Applied Biosystems Ambion, Courta-
boeuf, France; sequence sense CAGGCUAUCUGAACAC
GGUtt, sequence antisense ACCGUGUUCAGAUAGC
CUGtg) or with 200 nM non-targeting siRNA as control
(Dharmacon Inc., Lafayette, CO, USA). After 6 h, 20% FCS
was added and at 24 h the culture medium was changed for
Iscove’s modified Dulbecco’s medium 20% FCS.
After transfection, cells were cultured during 48 h and
maximal decrease of RACK1 was observed 24 h post-
transfection. Therefore, adhesion assay onto fibronectin was
performed at 24 h, and cell signaling studies and apoptosis
were analyzed at 48 h post-transfection.
Western blotting
Leukemic or normal cells (1" 106) were treated for western
blotting as described previously (De Toni-Costes et al., 2010).
Flow cytometry
Cells were washed in Iscove’s modified Dulbecco’s medium
w/o FCS, fixed by 4% paraformaldehyde for 20min, incubated
with phosphate-buffered saline (PBS) containing 1% FCS/
0.1% bovine serum albumin for 30min and then labeled with
several antibodies during 1 h for detection of LSC-enriched
population (CD45lo34þ38#123þ progenitors). Cell fixation by
paraformaldehyde discarded potential changes in extracellular
labeling and in apoptosis following detachment of adherent
cells by gentle flushes. After two washes, cells were permea-
bilized by 0.1% saponin for 20min and incubated 30min in
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the dark with different antibodies or with isotypic control.
After two washes in PBS, cells were incubated with secondary
antibodies.
Samples were analyzed by LSRII (BD) and a minimum of
10 000 events were acquired for each sample. Results are
expressed as the mean fluorescence intensity (MFI) of stained
sample. Isotype controls, pre-immune sera and fluorescence
minus one control were used for population gating according
to the progenitor phenotype described above and fluorescence
analysis. The population of CD34þ38"123þ progenitors from
AML patient samples represented o10 00 000 cells (o5% of
tumoral bulk) in most cases (Table 1). Representative flow
cytometry data are shown in Supplementary Figure 1.
Adhesion and apoptotic assays
Adhesion assays were performed in 12-well plates coated
overnight at 4 1C with 40mg/ml of human fibronectin (Roche
Molecular Biochemicals, Mannheim, Germany) in a final
volume of 500 ml in PBS with Ca2þ /Mg2þ . Each well was
blocked with 1% fatty acid-free BSA in PBS with Ca2þ /Mg2þ
1 h at room temperature and washed with PBS before seeding
the cells that have been serum-starved for 1 h immediately after
thawing. Other adhesion assays were realized on osteoblasts
at nearly confluence (ratio 106 hematopoietic cells/0.3# 106
osteoblasts) as described previously (De Toni et al., 2006).
In some experiments, before adhesion, cells were incubated
at 1# 106/ml with SB216763 (10 mM), okadaic acid (0.1 mM) or
siRNA RACK1 as described above. Cells were then allowed to
adhere on fibronectin (106 cells per well) for 1 h at 37 1C or
maintained in suspension. Both cells in suspension and
adherent were then treated with SB216763 (10 mM), 6-bromo-
indirubin-30-oxime (1 mM), Ara-C (1 mM), etoposide (1 mM),
LY294002 (10 mM) and wortmannin (0.1 mM) for 1 h at 37 1C.
The corresponding solvents were used for control assays.
At the end of the incubation period, cells were washed
and incubated in FCS-containing medium for 24 h at 37 1C.
The first step of serum starvation was a condition required
for the activation of GSK3b by integrins, whereas the second
step after supplementation of serum discarded cell death
related to prolonged privation. Cells were then fixed and
labeled for fluorescence-activated cell sorting analysis as
described above. For apoptosis quantification, the APO2.7-
PC5 monoclonal antibody was used.
Clonogenic assays
After 1 h adhesion and treatment as described above, gentle
flushes were applied to adherent cells with the 5637 medium
(usually added in our clonogenic assays; Ysebaert et al., 2006)
to discard apoptosis secondary to cell detachment. Cells
maintained in suspension were treated also by 5637 medium.
AML cells were then immediately processed for clonogenic
assays as described previously (Ysebaert et al., 2006).
Statistical analysis
Student’s t-test was used for in vitro experiments analysis.
P-value for correlation studies was calculated using the
Spearman two-tailed r test.
Conflict of interest
The authors declare no conflict of interest.
Acknowledgements
We thank Dr Jean-Emmanuel Sarry for critical reading of the
manuscript and the ‘plateforme de cytome´trie’ of IFR150.
Association de Recherche contre le Cancer (Contract Nos. 3638
and 8407), Institut National du Cancer (Contract no. 07/3D1616/
IABC-23-8/NC-NG), DGRSRT/INSERM cooperation.
References
Bergho¨fer B, Frommer T, Haley G, Fink L, Bein G, Hackstein H.
(2006). TLR7 ligands induce higher IFN-alpha production in
females. J Immunol 177: 2088–2096.
Bhatia R, McCarthy JB, Verfaillie CM. (1996). Interferon-alpha
restores normal beta 1 integrin-mediated inhibition of hemato-
poietic progenitor proliferation by the marrow microenvironment in
chronic myelogenous leukemia. Blood 87: 3883–3891.
Del Vecchio I, Zuccotti A, Pisano F, Canneva F, Lenzken SC,
Rousset F et al. (2009). Functional mapping of the promoter region
of the GNB2L1 human gene coding for RACK1 scaffold protein.
Gene 430: 17–29.
De Toni F, Racaud-Sultan C, Chicanne G, Mas VM, Cariven C,
Mesange F et al. (2006). A crosstalk between the Wnt and the
adhesion-dependent signaling pathways governs the chemosensi-
tivity of acute myeloid leukemia. Oncogene 25: 3113–3122.
De Toni-Costes F, Despeaux M, Bertrand J, Bourogaa E, Ysebaert L,
Payrastre B et al. (2010). A new a5b1 integrin-dependent survival
pathway through GSK3b activation in leukemic cells. PloS ONE
5: e9807.
De Vries JF, Falkenburg JH, Willemze R, Barge RM. (2006). The
mechanisms of Ara-C-induced apoptosis of resting B-chronic
lymphocytic leukemia cells. Haematologica 91: 912–919.
Despeaux M, Labat E, Gadelorge M, Prade N, Bertrand J, Demur C
et al. (2011). Critical features of FAK-expressing AML bone
marrow microenvironment through leukemia stem cell hijacking of
mesenchymal stromal cells. Leukemia (advance online publication
7 June 2011; doi:10.1038/leu.2011.145).
Dick JE, Lapidot T. (2005). Biology of normal and acute myeloid
leukemia stem cells. Int J Hematol 82: 389–396.
Ding Q, He X, Hsu JM, Xia W, Chen CT, Li LY et al. (2007).
Degradation of Mcl-1 by beta-TrCP mediates glycogen synthase
kinase 3-induced tumor suppression and chemosensitization.
Mol Cell Biol 27: 4006–4017.
Du L, Bayir H, Lai Y, Zhang X, Kochanek PM, Watkins SC et al.
(2004). Innate gender-based proclivity in response to cytotoxicity
and programmed cell death pathway. J Biol Chem 279:
38563–38570.
Edderkaoui M, Hong P, Lee JK, Pandol SJ, Gukovskaya AS. (2007.
Insulin-like growth factor-I receptor mediates the prosurvival effect
of fibronectin. J Biol Chem 282: 26646–26655.
Guzman ML, Rossi RM, Karnischky L, Li X, Peterson DR, Howard
DS et al. (2005). The sesquiterpene lactone parthenolide induces
apoptosis of human acute myelogenous leukemia stem and
progenitor cells. Blood 105: 4163–4169.
Holmes T, O’Brien TA, Knight R, Lindeman R, Shen S, Song E
et al. (2008). Glycogen synthase kinase-3beta inhibition preserves
hematopoietic stem cell activity and inhibits leukemic cell growth.
Stem Cells 26: 1288–1297.
Ishikawa F, Yoshida S, Saito Y, Hijikata A, Kitamura H, Tanaka S
et al. (2007). Chemotherapy-resistant human AML stem cells
home to and engraft within the bone-marrow endosteal region.
Nat Biotechnol 25: 1315–1321.
Ivaska J, Nissinen L, Immonen N, Eriksson JE, Ka¨ha¨ri VM, Heino J.
(2002). Integrin alpha 2 beta 1 promotes activation of protein
GSK3-dependent survival of leukemic cells and sex
J Bertrand et al
11
Oncogene
phosphatase 2A and dephosphorylation of Akt and glycogen
synthase kinase 3 beta. Mol Cell Biol 22: 1352–1359.
Jin L, Hope KJ, Zhai Q, Smadja-Joffe F, Dick JE. (2006). Targeting of
CD44 eradicates human acute myeloid leukemic stem cells. Nat Med
12: 1167–1174.
Jin L, Lee EM, Ramshaw HS, Busfield SJ, Peoppl AG, Wilkinson L
et al. (2009). Monoclonal antibody-mediated targeting of CD123,
IL-3 receptor alpha chain, eliminates human acute myeloid leukemic
stem cells. Cell Stem Cell 5: 31–42.
Jordan CT, Upchurch D, Szilvassy SJ, Guzman ML, Howard DS,
Pettigrew AL et al. (2000). The interleukin-3 receptor alpha chain is
a unique marker for human acute myelogenous leukemia stem cells.
Leukemia 14: 1777–1784.
Kiely PA, Baillie GS, Lynch MJ, Houslay MD, O’Connor R. (2008).
Tyrosine 302 in RACK1 is essential for insulin-like growth factor-I-
mediated competitive binding of PP2A and beta1 integrin and
for tumor cell proliferation and migration. J Biol Chem 283:
22952–22961.
Kornblau SM, Tibes R, Qiu YH, Chen W, Kantarjian HM, Andreeff
M et al. (2009). Functional proteomic profiling of AML predicts
response and survival. Blood 113: 154–164.
Kubota T, Yokosawa N, Yokota S, Fujii N. (2002). Association of
mumps virus V protein with RACK1 results in dissociation of
STAT-1 from the alpha interferon receptor complex. J Virol 76:
12676–12682.
Li ZW, Dalton WS. (2006). Tumor microenvironment and drug
resistance in hematologic malignancies. Blood Rev 20: 333–342.
Luo J. (2009). Glycogen synthase kinase 3beta (GSK3beta) in
tumorigenesis and cancer chemotherapy. Cancer Lett 273: 194–200.
Matsunaga T, Takemoto N, Sato T, Takimoto R, Tanaka I, Fujimi A
et al. (2003). Interaction between leukemic-cell VLA-4 and stromal
fibronectin is a decisive factor for minimal residual disease of acute
myelogenous leukemia. Nat Med 9: 1158–1165.
Mayack SR, Shadrach JL, Kim FS, Wagers AJ. (2010). Systemic
signals regulate ageing and rejuvenation of blood stem cell niches.
Nature 463: 495–500.
Ougolkov AV, Bone ND, Fernandez-Zapico ME, Kay NE, Billadeau
DD. (2007). Inhibition of glycogen synthase kinase-3 activity leads
to epigenetic silencing of nuclear factor kappaB target genes and
induction of apoptosis in chronic lymphocytic leukemia B cells.
Blood 110: 735–742.
Papasozomenos SCh, Shanavas A. (2002). Testosterone prevents the
heat shock-induced overactivation of glycogen synthase kinase-3
beta but not of cyclin-dependent kinase 5 and c-Jun NH2-terminal
kinase and concomitantly abolishes hyperphosphorylation of tau:
implications for Alzheimer’s disease. Proc Natl Acad Sci USA 99:
1140–1145.
Recher C, Ysebaert L, Beyne-Rauzy O, Mansat-De Mas V,
Ruidavets JB, Cariven P et al. (2004). Expression of focal adhesion
kinase in acute myeloid leukemia is associated with enhanced blast
migration, increased cellularity, and poor prognosis. Cancer Res
64: 3191–3197.
Sampaio AL, Zahn G, Leoni G, Vossmeyer D, Christner C, Marshall
JF et al. (2010). Inflammation-dependent \{alpha\}5\{beta\}1 (very
late antigen-5) expression on leukocytes reveals a functional role for
this. J Leukoc Biol 87: 877–884.
Saito Y, Uchida N, Tanaka S, Suzuki N, Tomizawa-Murasawa M,
Sone A et al. (2010). Induction of cell cycle entry eliminates human
leukemia stem cells in a mouse model of AML. Nat Biotechnol 28:
275–280.
Schiller G, Gajewski J, Lee M, Ho W, Territo M, Champlin R. (1994).
Benefit of high-dose cytarabine-based consolidation chemotherapy
for adults with acute myelogenous leukemia. Leuk Lymphoma 15:
85–90.
Sun M, Song L, Li Y, Zhou T, Jope RS. (2008). Identification of an
antiapoptotic protein complex at death receptors. Cell Death Differ
15: 1887–1900.
Trowbridge JJ, Xenocostas A, Moon RT, Bhatia M. (2006). Glycogen
synthase kinase-3 is an in vivo regulator of hematopoietic stem cell
repopulation. Nat Med 12: 89–98.
Vialle-Castellano A, Gaugler B, Mohty M, Isnardon D, van Baren N,
Olive D. (2004). Abundant expression of fibronectin is a major
feature of leukemic dendritic cells differentiated from patients with
acute myeloid leukemia. Leukemia 18: 426–433.
Wang Z, Iwasaki M, Ficara F, Lin C, Matheny C, Wong SH et al.
(2010). GSK-3 promotes conditional association of CREB and its
coactivators with MEIS1 to facilitate HOX-mediated transcription
and oncogenesis. Cancer Cell 17: 597–608.
Wang Z, Smith KS, MurphyM, Piloto O, Somervaille TC, Cleary ML.
(2008). Glycogen synthase kinase 3 in MLL leukaemia maintenance
and targeted therapy. Nature 455: 1205–1209.
Xu Q, Thompson JE, Carroll M. (2005). mTOR regulates cell survival
after etoposide treatment in primary AML cells. Blood 106:
4261–4268.
Ysebaert L, Chicanne G, Demur C, De Toni F, Prade-Houdellier N,
Ruidavets JB et al. (2006). Expression of beta-catenin by acute
myeloid leukemia cells predicts enhanced clonogenic capacities and
poor prognosis. Leukemia 20: 1211–1216.
Supplementary Information accompanies the paper on the Oncogene website (http://www.nature.com/onc)
GSK3-dependent survival of leukemic cells and sex








































































































!"##$%&%'()*+ ,-."*% /0 1%#*%2%'()(-3% .)(-'. 245%&%2 )'6 #*78-$%2 79()-'%6 9+ 8$7: 4+(7&%(*+ 78
-&&)("*% 4%$$ #7#"$)(-7'2 )'6 78 (5%-* ;<!=>?!@AE )'6 (7()$ ?!@AE 47'(%'(B CD !""#$%&' ('))
*+*%)#$,+-. /)'%0'",( 1234536789354:)+ #-; -+&"#) 123453674:)+ (')).< ='&' #-#)>?'; @> A)+= (>$+"'$&>B
C&+" '#(D @+-' "#&&+= .#"*)'E $+$#) "+-+-%()'#& /)'%0'",( @%)0 +& -+&"#) 124:)+ (')).< #-; ,""#$%&'
(')) *+*%)#$,+-. ='&' #-#)>?';B ED F/GH<IGJ3E #-; $+$#) IGJ3E (+-$'-$ +A ,""#$%&' (')). ='&' #-#)>?';
@> A)+= (>$+"'$&> #-; $D' KC! &#$,+ =#. (#)(%)#$';B FD F/GH<IGJ3E #-; $+$#) IGJ3E ='&' ;'$'($'; @>




































































































!"##$%&%'()*+ ,-."*% /0 1)-'(%')'2% 34 -&&)("*% 2%$$ 4*)2(-3' 56789:8;<= "#3' 2%$$ )>?%@-3'A
!"##$ %&'( )'*+&'# ,'*'&$ -*, ./0 1-+2"*+$ 342+5 *'&(-# '& )'(1#"6 7-&8'+81"9 4"&" 2*):;-+", %'& <5
2* +5" -;$"*)" '% $"&:( -*, +5"* -##'4", +' -,5"&" '* %2;&'*")+2* (-+&26 -$ ,"$)&2;", 2* /-+"&2-# -*,
("+5',$= .%+"& <5 -,5"$2'*> +5" 1"&)"*+-?" '% -,5"&", )"##$ 2* +'+-# ('*'*:)#"-& %&-)+2'* 4-$ @:-*+2%2",
;8 )&8$+-# A2'#"+ 3B> *BC> ("-*  D=E=/=9= .#$'> 1"&)"*+-?"$ '% !FCGHCIJ )"##$ 4"&" -*-#8K", ;"%'&" -*,
-%+"& )"## -,5"$2'* ;8 %#'4 )8+'("+&8 3C9= F-+- -&" &"1&"$"*+-+2A" %&'( <L ./0 1-+2"*+$ 42+5 *'&(-#












































































!"##$%&%'()*+ ,-."*% /0 1%#*%2%'()(-3% 45!678!9/E: 45!;<=78! )'> ?4@ABC D$EF
G+(E&%(*+ #*ED-$%2 ED ?HI JK/<L/MN=A/L G%$$2 -' 2"2#%'2-E' E* )>O%2-E'B !"#$%%&'( #)
"'*&#+,&$- ,&.$/*$, *+ 012345267E "', 01289:452 1(%)/+($' -)'*;"-$4 1)4 "', #) <0=>?@A0BA
C)D 1P4 ".$ ,$-/.&#$, &' E"*$.&"% "', F$*;+,-? G' )H >DII /$%%- J$.$ /+K'*$, &' "L$."($ "', &' PH







































!"##$%&%'()*+ ,-."*% /0 1!23E &45"$)(-4' )'5 5-6#)*-(+ -' )#4#(4(-7 *%6#4'6% 48 -&&)("*%
$%"9%&-7 7%$$6 8*4& &)$% :;< #)(-%'(6= !"#$% &' ($%)* (#+%,+#-./ +/0 #'$/ &' +0'$(-./ ./ "-1%./$2#-/3
!45 (+*67$( 8$%$ #%$+#$0 .% /.# 9:#;< 8-#' 5=>?@AA> 9&A P4<3 B.%#*+//-/ 9A;& P4<3 !%+C: 9&P4<3
D#.6.(-0$9& P4<3 E!: 9EC+2$#F7C7C2F(#$-/$ "%.* G-H*+ !70%-2'3 IAP4< .% JKL 9J-6'$/F7-00./-)*
2'7.%-0$ "%.* M7NO+3 >IP4<; !# #'$ $/0 ." #'$ -/2)1+#-./ 6$%-.0 9&'<3 2$77( 8$%$ 8+('$03 #%$+#$0 ".% K9G?<
PGQRE +/+7F(-( 9)< .% -/2)1+#$0 -/ ($%)*C2./#+-/-/H *$0-)* ".% >@' ".% ")%#'$% +/+7F(-( ." +6.6#.(-(
9><; K9G?< PGQRE +/0 +6.6#.(-( 8$%$ *$+()%$0 1F "7.8 2F#.*$#%F -/ -**+#)%$ 7$)O$*-2 "%+2#-./
9:JR@SRTC&>RS 2$77(< +( 0$(2%-1$0 -/ 4+#$%-+7 +/0 *$#'.0(; U$()7#( 8$%$ $,+7)+#$0 +( #'$ 6$%2$/#+H$ ."
+6.6#.#-2 2$77( -/ ()(6$/(-./ .% -/ +0'$(-./ ".% $+2' #%$+*$/#; J+#+ +%$ "%.* &V *+7$ !45 6+#-$/#(W &>
0$,$7.6$0 :!4CJU #. $#.6.(-0$ 97$"# 6+/$7< +/0 @ #. !%+C: 0-(67+F-/H +7(. 6%.C+6.6#.#-2 %$(6./($ #.
+/#-C.X-0+/#( E!: +/0 JKL 9%-H'# 6+/$7<; :.*6+%-(./ #. %$(6$2#-,$ 2./#%.7 -/ ()(6$/(-./ .% -/ +0'$(-./3



























































!"##$%&%'()*+ ,-."*% /0 12*&2')$ (*%)(&%'( 32%4 '2( &23-5+ 4"*6-6)$ 25 -&&)("*% $%"7%&-8
8%$$4 5*2& 5%&)$% )'3 &)$% 9:; #)(-%'(4< !"#$%&'()#*"+ )+,"#"-( ."//' 0#1% 2 0"%)/" )-+ 2 %)/"
345 6)(7"-(' 8"#" (#")("+ 1# -1( 9:(;< 87(, =>?&@ 9ABC DE@F&G4<C @G&-1#("'(1'("#1-" @H&+".)-1)("
9!7I%) 3/+#7.,C @F&J4< 1# @HE "'(#)+71/ 9!7I%) 3/+#7.,C @F&J4< 01# @,; 3( (," "-+ 10 (," 7-.$K)(71-
6"#71+C ."//' 8"#" 8)',"+ )-+ 7-.$K)("+ 7- '"#$%&.1-()7-7-I %"+7$% 01# L2,; 4")'$#"%"-( 10
)616(1'7' 8)' 6"#01#%"+ KM 0/18 .M(1%"(#M 7- 7%%)($#" /"$N"%7. 0#).(71- 9:BD2ODJ&@LDO 5!:'<
$'7-I /)K"/7-I KM 3PQL;H )' +"'.#7K"+ 7- 4)("#7)/' )-+ %"(,1+'; A"'$/(' 8"#" "*)/$)("+ )' (,"

















































!"##$%&%'()*+ ,)-$% .! /'0(0)$ 1$0'0123-02$2401)$ 15)*)1(%*06(016 27 89 #)(0%'(6 :0(5 ;<=
)112*>0'4 (2 ?!@9E %A#*%6602'B "#$ %$&$% '( )*+,E -./ .0.%12$3 41 5$/6$70 4%'6 .03 87'9:/
; #<8# = .03 ; %'- = %$&$%/ -$7$ 3$6$7><0$3 41 ?'>:.7.</'0 -<6# @A,BC 0'7>.% ?$%%/D EFGH E7$0?#
F>$7<?.0 G7<6</# ?%.//<(<?.6<'0I 5G@H 5#<6$ G%''3 @$%% ?'906I @A,BCH :$7?$06.8$ '( @A,BC <0 6#$
6'6.% >'0'09?%$.7 ?$%% (7.?6<'0I EJ",KL"AH EJ", L06$70.% ".03$> A9:%<?.6<'0I 0/H 0'6 /<80<(<?.06D
M.6<$06 ?#.7.?6$7</6<?/ .03 ?%<0<?.% :.7.>$6$7/ -$7$ ?'>:.7$3 4$6-$$0 3<(($7$06 87'9:/ '( FNJ
:.6<$06/ O#<8# !" %'- )*+,E $P:7$//<'0 .03 ($>.%$ !" >.%$Q 9/<08 6#$ FR 6$/6D
ns
ns
!"##$%&%'()*+ ,)-$% .! /0#*%1123' 34 1%5%*)$ 63*&3'% )'7 )76%123' *%8%#(3*1 )'7 129')$$2'9
&3$%8"$%1 2' 2&&)("*% $%":%&28 8%$$1 4*3& 4%&)$% )'7 &)$% ;<= #)(2%'(1> "#$$% &'() *+, -./0#1/%
2#'# 01345./#6 &(' 78 01 /8# .5%#13# (& %#'4) .16 /8#1 .$$(2#6 /( .68#'# (1 . &05'(1#3/01 )./'09: *&/#' 78
.68#%0(1; -'(/#01 #9-'#%%0(1 2.% <4.1/0&0#6 5= &$(2 3=/()#/'= 01 0))./4'# &'.3/0(1% >"?@AB@CD7E@B 3#$$%F
.% 6#%3'05#6 01 +./#'0.$ .16 +#/8(6%: G#%4$/% .'# #9-'#%%#6 .% /8# )#.1 &$4('#%3#13# 01/#1%0/= >+HIF (&
%/.01#6 %.)-$#: ?./. .'# &'() @ /( J &#).$# .16 A /( 7K ).$# *+, -./0#1/% >)#.1  L:M:+;  3()-.'0%(1
5#/2##1 &#).$# .16 ).$# -./0#1/% NOP:PQ; R3()-.'0%(1 .68#%0(1 !" %4%-#1%0(1 NOP:PQF: L(4'3# (& )./#'0.$!
M'D .16 ISH7G -($=3$(1.$ .1/05(60#% >*53.)F; DA )(1(3$(1.$ .1/05(6= >"8#)03(1F; *T/ .16 -E7
-($=3$(1.$ .1/05(60#% >L.1/. "'4U V0(/#381($(W=F; N>LAX@F*T/ -($=3$(1.$ .1/05(6= >"#$$ L0W1.$01W
/#381($(W=F:
"#"$%&"'(& )*+%"'(& "#"$%&"'(& )*+%"'(&
MGD 3037  247  3381  222 3582  317 4037  420 
ISH7G 6683  817 4554  944 6338  1154 5194  918 
I1/#W'01YDA 20153  4758 16259  3074 10425  2454 10430  2550 
L4'Z0Z01 2942  344 4088  399 4111  954 3537  616 
NE7 4782  205 7790  1045* 4554  847 4309  886
?%&)$% <)$%
N>LAX@F*T/[Y*T/ 0.29  0.10 0.21  0.08 1.18  0.20 0.90  0.25 
*T/ 9494  1581 12915  3281 3892  226 4133  632 
N>LAX@F*T/ 2837  300 2790  276 4625  1056 3882  203 
NEX 5936  802 5347  880 5581  567 4646  588
;<=@ABCDECFGH.CE 8%$$1
!"##$%&%'()*+ ,)-$% .! /0123*4)'( 1%56*%$)(%4 7!8. #9%'3(+#%1 3: 3'% :%&)$% )'4 3'% &)$% ;<=
#)(0%'(1> )'4 ?@.AB "#$%&'#(#)* +, -./0 12+%12+'34$*5+)6 $1+1*+%5% $)7 89:/; 4#<#4 =#'# 1#',+'(#7
$% 7#%>'5?#7 5) "$*#'5$4 $)7 (#*2+7%@ A+*# *2$* 9"B 1$*5#)*% C;D $)7 CED 2$<# )+ %1#>5,5> >45)5>+F
?5+4+G5>$4 >2$'$>*#'5%*5>% H)+* %2+=)I@
!"!#$%!&'% ()*$!&'% !"!#$%!&'% ()*$!&'%
"$4#J9"BJ1$*5#)*JCED 5  2.34 11622 15800 
K#($4#J9"BJ1$*5#)*JC;D 1.21 1.76 2300 1600 





15       13        35 
28       60        27 
36       25        60 





0HV UpVXOWDWV GpPRQWUHQW DLQVL TXH HQ FRQGLWLRQV GH SULYDWLRQ VpULTXH O¶HQJDJHPHQW GH
O¶LQWpJULQHĮ5ȕ1 VXUILEURQHFWLQHGpFOHQFKHXQHDXJPHQWDWLRQGHO¶H[SUHVVLRQGHODSURWpLQHDGDSWDWULFH
5$&. HW XQH DFWLYDWLRQ GH OD SKRVSKDWDVH 33$ TXL FRQGXLVHQW j O¶DFWLYDWLRQ GH *6.ȕ &HWWH
activation supporte la survie et la chimiorésistance des cellules souches leucémiques. Cependant, 
seules les cellules souches leucémiques de patients de sexe féminin requièrent cette voie pour leur 
survie, de façon hormono-LQGpSHQGDQWH,OHVWjQRWHUTXHFHVSDWLHQWHVQHSUpVHQWHQWSDVG¶DQRPDOLHV
génétiques paticulières. 
,O V¶agit de la première démonstration du rôle pro-VXUYLHGH*6.ȕHWGH5$&.GDQV OHV FHOOXOHV
VRXFKHVOHXFpPLTXHVHWGHO¶DVSHFWVH[XpGHODUpSRQVHDSRSWRWLTXHGDQVOHV/$07UqVSHXGHFKRVHV
sont connues sur la différence innée, reliée au sexe, de la réponse apoptotique dans les cellules 
FDQFpUHXVHV 2U PHV WUDYDX[ PRQWUHQW TXH OD YRLH GH VXUYLH GpSHQGDQWH GH *6.ȕ HVW DXVVL
GpFOHQFKpH ORUVGH O¶DGKpVLRQGHVFHOOXOHV VRXFKHVKpPDWRSRwpWLTXHVQRUPDOHVGHGRQQHXUV VDLQVGH
sexe masculin. Ainsi, lors de la transformation tumorale, les cellules souches leucémiques des 
SDWLHQWHVRQWDFTXLVODFDSDFLWpGHGpFOHQFKHUODYRLHGHVXUYLHGpSHQGDQWHGH*6.ȕDORUVTXHOHV
FHOOXOHVGHVSDWLHQWVGHVH[HPDVFXOLQO¶RQWSHUGXH 
Les cellules souches leucémiques des patiHQWHV RQW XQH H[SUHVVLRQ DXJPHQWpH GH O¶LQWpJULQH Į5 par 
rapport à leur contrepartie normale, témoignant de leur adaptation à la niche inflammatoire. Toutefois, 
DSUqV DGKpVLRQ VXU ILEURQHFWLQH O¶H[SUHVVLRQ HQ VXUIDFH FHOOXODLUH G¶Į5 diminue dans ces cellules, 
VXJJpUDQWXQHLQWHUQDOLVDWLRQGXUpFHSWHXU$ORUVTXH O¶H[SUHVVLRQGH5$&.HVWDXJPHQWpH ORUVGH
O¶DGKpVLRQ GHV FHOOXOHV VRXFKHV GH SDWLHQWHV HW GHV FHOOXOHV VRXFKHV QRUPDOHV GH GRQQHXUV VDLQV
O¶DFWLYDWLRQGH*6.ȕQ¶HVWPDLQWHQXHDSUqVDGGLWLRQGH sérum, que dans les cellules tumorales. La 
PDLQWHQDQFH GH O¶DFWLYDWLRQ GH*6.ȕ GDQV OHV FHOOXOHV VRXFKHV OHXFpPLTXHV SRXUUDLW rWUH UHOLpH j
O¶LQWHUQDOLVDWLRQGHO¶LQWpJULQHĮ5. 
 
,OHVWjQRWHUTXHM¶DLUpDOLVpO¶HQVHPEle des expériences de ce papier. 
 








Partie I I I  
Hammada scoparia flavonoids and rutin kill adherent and 


















Des extraits de plante et leurs flavonoïdes ont montré des propriétés anti-cancéreuses in vitro et 
in vivo, tel le flavopiridol. Des études cliniques ont été menées pour prouver leur efficacité anti-
leucémique. 
Des études, PHQpHVHQFROODERUDWLRQDYHFXQHpTXLSH7XQLVLHQQHGHO¶XQLYHUVLWpGH6ID[ sur les effets 
anti-inflammatoire et anti-oxydant G¶XQH SODQWH WXQLVLHQQH Hammada scoparia, montrent que des 
H[WUDLWVDTXHX[LVVXVGHFHWWHSODQWHGLPLQXHQWO¶DFWLYLWpGH*6.ȕGDQVXQPRGqOHG¶KpSDWRWR[LFLWp
chez le rat. (Résultats non publiés). Or, nRXVDYRQVSUpFpGHPPHQWPRQWUpTXHO¶DFWLYDWLRQGH*6.ȕ 
supporte la CAM-DR et la résistance au TNF-Į des blastes leucémiques. La question que nous nous 
sommes posée suite à ces observaWLRQV HVW O¶LPSDFWG¶XQ WUDLWHPHQW DYHF FHV H[WUDLWV, notamment la 
rutine sur la survie des cellules souches leucémiques et des cellules hématopoïétiques normales. En 
effet, un ciblage des signaux spécifiques de la survie des CSL est envisagé pour permettre leur 
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a b s t r a c t
In search for compounds able to reduce cell adhesion-mediated drug resistance (CAM-DR), we stud-
ied effects of Hammada scoparia extracts on leukemic cells adherent or in suspension. We show
that H. scoparia flavonoidic fraction and its compound rutin induce apoptosis specifically in adherent
leukemic cells and abolish CAM-DR. Importantly, rutin inhibited survival of adherent leukemic progeni-
tors (CD34+38−123+) but spared normal progenitors (CD34+38−). The pro-apoptotic effects of rutin were
correlated with a decrease of active GSK3! and inhibitors of GSK3! reproduced rutin-induced cytotoxi-
city. This study uncovers the potential of H. scoparia flavonoids and rutin to overcome CAM-DR in acute
myeloid leukemia.
© 2010 Elsevier Ltd. All rights reserved.
1. Introduction
Acute myeloid leukemia (AML) is characterized by the aber-
rant accumulation of immature myeloid hematopoietic cells. The
leukemia-initiating cells are hematopoietic stem cells which have
either dysregulated self-renewal and differentiation functions or
have committed progenitors transformed to leukemic stem cells
(LSCs). Current chemotherapy for AML uses drugs such as nucleo-
side analogs and anthracyclines that interferewithDNA replication
and induce apoptosis primarily in replicating cells. However, since
LSCs are mostly quiescent like hematopoietic stem cells (HSCs) [1],
relapse is commonafter initial remission in response to chemother-
apy.
The hematopoietic niche plays a key role in maintaining
HSCs quiescence. Adhesive interactions between HSCs and their
microenvironment are required to maintain stem cell capacities.
We and others have demonstrated that adhesive interactions,
∗ Corresponding author at: INSERM U563, CPTP, CHU Purpan, Place du Dr Baylac,
31059 Toulouse, France. Tel.: +33 562744524; fax: +33 562744558.
E-mail address: claire.racaud@inserm.fr (C. Racaud-Sultan).
notably through integrin engagement on fibronectin, are respon-
sible for cell adhesion-mediated drug resistance (CAM-DR) of
leukemic cells [2]. Current research is focussing on determining
specific cell survival mechanisms that distinguish LSCs from HSCs
in order to develop LSC-specific targeted therapy.
Nuclear factor "B (NF-"B) and mammalian target of rapamycin
(mTOR) were found overactivated in LSCs and have been proposed
as targets for LSCs therapy [3,4]. Thephosphoinositide 3-kinase/Akt
pathway regulates NF-"B andmTOR activities, and has been shown
to mediate CAM-DR of AML [5]. Another key signaling molecule
controlling the NF-"B and mTOR pathways is the glycogen syn-
thase kinase 3! (GSK3!), a serine threonine kinase important for
survival responses to various extracellular stress from themicroen-
vironment [6]. Interestingly, GSK3! activation is linked to a cell
quiescence status and regulates specifically NF-"B allowing the
transcription of genes such as IL-6, a cytokine involved in the sur-
vival of malignant hematopoietic cells [7].
We have previously demonstrated that GSK3! activation sup-
ports CAM-DR [2] and resistance to TNF-# [8] of leukemic blasts.
Having obtainedpreliminary results showing that aqueous extracts
from Hammada scoparia had anti-inflammatory properties corre-
lated with GSK3! downregulation in a rat model of hepatotoxicity
0145-2126/$ – see front matter © 2010 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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(Bourogaa et al., in preparation), we raised the question of putative
modulation of leukemic cell survival by H. scoparia compounds. H.
scoparia is a medicinal plant whose anti-cancer, anti-inflammatory
and anti-oxidant properties, as well as phytochemistry, are little
known [9]. In thiswork,we tested the activity ofH. scoparia extracts
over leukemic or normal hematopoietic cells and identified one of
the bioactive components as rutin.
2. Materials and methods
2.1. Cells
Leukemic cell lines U937, HL-60, KG1 and KG1a were purchased from the Ger-
man Collection of Microorganisms and Cell Cultures (Braunschweig, Germany) and
grownas previously described [8]. AML cellswere obtained frombonemarrowof six
patientswith informedconsent atdiagnostic, usingFicoll-Hypaquedensity-gradient
centrifugation (Collection No. 1 HIMIP AC-2008-129/DC-2008-307 approved by
CCPRB, ToulouseUniversityHospitalDr. C. Demur). Bonemarrowsamples contained
more than 80% leukemic blasts after processing. All patientswere diagnosed accord-
ing to theWHO classification at the Hematology Department of Toulouse University
Hospital (France). The sixAMLpatients (medianage60years) used in this studywere
characterized by normal karyotype andM1 (2 cases) orM5 (4 cases) FAB phenotype.
Bone marrow, blood and bone samples were obtained after informed con-
sent from discarded fragments of hip surgery undergone by three hematologically
healthy patients at the Orthopedic Surgery Department of Toulouse University Hos-
pital (Pr. Paul Bonnevialle). Bone marrow, blood and bone samples were analyzed
anonymously. Bone marrow mononuclear fraction and PBMC (Peripheral Blood
Mononuclear Cells) were prepared on a Ficoll-Paque density gradient by centrifuga-
tion (800× g, 30min at room temperature). Collected bone marrow cells and PBMC
were finally diluted in IMDM and RPMI 1640 media, respectively, supplemented
with penicillin and streptomycin. Fresh human osteoblasts were prepared by the
explant technique, characterized and grown as previously [2].
Both leukemic and normal samples collected from bone marrow were cryo-
preserved in IMDMwith dimethyl sulfoxide and FCS until use. After thawing, viable
cells (≥80%) were checked by blue trypan labelling, resuspended in IMDM, then
washed once and quickly used for in vitro experiments.
2.2. H. scoparia extracts and chromatographic procedures
Leaves of H. scoparia (Pomel) Iljin (Chenopodiaceae) were collected in southern
Tunisia in June2006and identifiedbyPr.MohamedCHAEIB (Sfax Faculty of Sciences,
Tunisia). A voucher specimen no. “LCSN100” has been deposited at the “Laboratoire
de Chimie des Substances Naturelles” (Sfax Faculty of Sciences). Dried leaves of H.
scoparia (6.6mg/mL) were extracted by incubation with EtOH/H2O (1–9, v/v) under
stirring for 24h and then extracts were dried by lyophilisation. EtOH/H2O extract
was thenmixed with CH2Cl2 (at pH 2 and then at pH 9) and the residue was treated
with BuOH. The dried butanolic extract was used for a flavonoid precipitation assay.
This assay included a first step of dissolution in EtOH/AcOEt (1–2, v/v) allowing the
obtention of the flavonoid fraction and a second step of ethylic ether treatment pro-
ducing a filtrate as the #680 flavonoid fraction and a residue as the #681 flavonoid
fraction. Each fraction was then evaporated under reduced pressure, weighed and
kept in the dark at 4 ◦C until use.
2.3. LC–MS/MS analysis
LC system consisted of a Thermo-Fisher Spectra System (TFSP, San Jose, CA,
USA) P1000XR pump, a TFSP 6000LP Photodiode Array Detector and a TFSP AS 3000
autosampler. Separation of compounds was performed on a Varian Pursuit XRs 5
C18 column (250mm×4.6mm ID, 5!m) using a stepwise HCOOH 0.1%/CH3CN-A/B
gradient consisting in 0–10min 97/3-A/B, 10–20min 50/50-A/B, 20–25min 50/50-
A/B, 25–30min0/100-A/B, 30–35min0/100-A/B, 35–40min97/3-A/B. Flowratewas
1mLmin−1 and 10!L of the #681 fraction from H. scoparia (6mgmL−1 in MeOH)
was injected.
Mass spectra were acquired using a Thermo-Fisher Finnigan LCQ DECA XPMAX
Ion Trapmass spectrometer (San Jose, CA, USA) equippedwith anAtmospheric Pres-
sure Chemical Ionization source (APCI) using both positive and negative ion mode.
TheAPCI source operating parameterswere as follows: the capillary andAPCI vapor-
izer temperatures were set to 250 ◦C and 450 ◦C, respectively and the spray was
stabilized with nitrogen sheath and auxiliary gas (80 and 25arbitrary units, respec-
tively). Discharge currentwas 5!A and capillary voltagewas +15V and−15V in the
positive and negative ionmode, respectively. Themass spectrawere acquired in the
data dependent mode with wideband activation (i.e. the most intense ion obtained
for each scan in the fullmass spectrum is further submitted to a 38% collision energy
for MS/MS).
2.4. Adhesion and cytotoxic assays
Adhesion assays were performed in 96-well or 12-well plates coated overnight
at 4 ◦C with 40!g/mL of human fibronectin (Roche Molecular Biochemicals,
Mannheim, Germany) or on osteoblasts as previously [2]. Hematopoietic cells were
diluted at 3×105/mL overnight (cell lines) or immediately processed after thaw-
ing (primitive cells) and then were serum starved for 1h at 1×106/mL. During
serum starvation, cells were incubated or not with plant extract/fraction, alka-
loid or flavonoid compounds (Extrasynthese, Genay, France) or the GSK3" inhibitor
SB216763 (10!M; Sigma–Aldrich, France). Control assays were treated with corre-
sponding solvents (H2O/EtOH, H2O/DMSO). In some experiments, U937 cells were
transfected with siRNA GSK3" (200nM, Dharmacon, USA) and used 48h after for
the adhesion assay as previously described [2]. Cells were then allowed to adhere
on fibronectin or on osteoblasts (105 or 106 cells/well) for 1h at 37 ◦C or main-
tained in suspension. In some experiments, both cells in suspension and adherent
were further treated with 0.5!M daunorubicin (DNR) (Laboratoire Roger Bel-
lon, Neuillysur-Seine, France) or 1!M etoposide (VP16, Teva Pharma, Courbevoie,
France) and, or not, rutin (160!g/mL) for 1h at 37 ◦C.
At the end of the incubation period, all cells were washed and incubated in
serum-containing medium for 24h at 37 ◦C. Cell viability was then quantified by
methyl thiazolyl tetrazolium (MTT) assay (Sigma) or by the Annexin V-FITC detec-
tion kit from BD PharMingen for U937 cells and PBMC, and by the APO2.7–PC5
monoclonal antibody from Immunotech (Marseille, France) for leukemic andnormal
cells frombonemarrow.Total bonemarrowsampleswerefixedby4%paraformalde-
hyde for 15min, labelled with several antibodies for 1h (anti-CD34-PE-Cy7 clone
8G12, anti-CD45-pacific blue cloneHI30, anti-CD38-FITC cloneHIT2, anti-CD123-PE
clone 9F5 from BD) and, after twowashes with PBS, analyzed by FACS (LSRII, BD) for
their progenitor (CD34+38−123+45low) content. Cell fixation by paraformaldehyde
discarded potential changes in extracellular labelling and in apoptosis following
detachment of adherent cells by gentle flushes. Furthermore, we have checked that
the progenitor content of bonemarrow sampleswas not significantly changed upon
cell adhesion, treatment by rutin and along the 24h of cell culture in the presence of
serum (supplementary Fig. 1A). In our culture conditions, basal apoptosis of progen-
itors was of 20% at 24h of culture both in suspension and in adhesion. Experiments
were performed in triplicate, except for assays with cells from patients, and results
were evaluated as the percentage of surviving cells compared to the control group
in suspension or in adhesion.
2.5. Cell signalling analysis by Western blotting and by flow cytometry
Cells were treated by rutin or quercetin (80!g/mL for U937 cell line; 160!g/mL
for primitive cells) in suspensionduring serumstarvation and cell signalling analysis
was performed at 1h of adhesion.
For Western blots, 0.5×106 cells were lysed in Laemmli sample buffer and
proteins were then resolved and incubated with antibodies for detection as pre-
viously [8]. Antibodies used were anti-GSK3" (BD Transduction Laboratories),
anti-phosphoSer(9) GSK3" (Biosource International), anti-Akt1/Akt2 (Santa Cruz
Biotechnology), anti-phosphoSer(473)Akt (Cell SignalingTechnology), anti-Foxo3A,
anti-phosphoThr(32) Foxo3A, all from Upstate.
For analysis by FACS, fixed bone marrow cells in adhesion or in suspension
were permeabilized by 0.1% saponin for 20min and incubated with different anti-
bodies or isotype control for 30min: anti-GSK3" (BD Transduction Laboratories),
anti-phosphoSer(9)GSK3" (Abcam), anti-Akt1/Akt2 (SantaCruzBiotechnology) and
anti-phosphoSer(473) Akt (Cell Signaling Technology, Beverly, MA, USA). After two
washes in PBS, cells were incubated with FITC-conjugated goat anti-rabbit or anti-
mouse antibodies and then analyzed by FACS (LSRII, BD). Results were expressed
as the ratio mean fluorescence intensity (MFI) of phosphorylated protein/MFI total
protein.
2.6. Statistical analysis
Student’s t-test was used for statistical analysis of n independent experiments
realized in vitro.
3. Results
3.1. Aqueous extracts and flavonoid-enriched fractions from H.
scoparia are cytotoxic for leukemic cells
Aqueous extracts were prepared from dried H. scoparia leaves
and serial dilutions were assayed for cytotoxic effects on leukemic
cells either in suspension or in adhesion. As shown in Fig. 1A, pre-
treatment of U937 leukemic cells with aqueous extract from H.
scoparia (EtOH/H2O 1:9, v/v) reduced survival of adherent U937
(30% decrease of survival). The survival of leukemic cells in sus-
pension was slightly affected. The cytotoxic effects of DNR were
strongly increased by the H. scoparia aqueous extract both in
suspension and under adherent conditions (Fig. 1A) and the cell
protective effect confered by adhesion (+20% of cell survival, CAM-
DR)was abrogated by the pretreatment of cells with theH. scoparia
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Fig. 1. Aqueous extracts and flavonoid-enriched fractions from H. scoparia are cytotoxic for leukemic cells. (A) Leukemic cell lines (U937, HL60, KG1, KG1a) and PBMC (three
donors) were treated by the H. scoparia aqueous extract (EtOH/H2O 1:9, v/v) at dilution 1/100 for 1h, adhered on a fibronectin matrix, treated or not with 0.5!MDNR for 1h
and their survival was estimated at 24h with a MTT test as described in Section 2. Comparison to the respective untreated control in adhesion or suspension or as indicated:
n=3,mean± S.E., *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001. Initial concentration ofH. scoparia extracts: 6.6mgdried leavesH. scopariamL. (B) U937 cellswere incubated or not (control)
with flavonoid-enriched fractions #680 and #681 from H. scoparia (1/100) and processed as in A. At 24h labelling with annexin/PI and analysis by FACS measured survival
(bottom left panel), apoptotic (bottom right panel) and necrotic (upper right panel) cells in assays. Data are representative of two independent experiments (mean± S.D.).
Initial concentration of fractions: 10mg/mL.
extract. Most leukemic cell lines displayed stronger sensitivity to
treatmentwith theH. scoparia aqueousextract under adherent con-
ditions (Fig. 1A). In contrast, the highly chemoresistant cell line
KG1a and adherent PBMC remained unchanged by the treatment
with theH. scoparia extract. It should be noted that adhesion capac-
ities of leukemic cells were unaffected by the treatment with H.
scoparia extract (supplementary Fig. 1B).
The bioactivity of H. scoparia aqueous extract on leukemic
cell survival served as a readout for monitoring its separation
by CHCl3/MeOH gradient or by CH2Cl2/BuOH extraction steps
and the cytotoxic activity of methanolic and butanolic extracts
suggested that flavonoids could be involved in decreased sur-
vival of adherent leukemic cells (supplementary Fig. 2). Thus,
from the H. scoparia-derived butanolic extract, a precipitation of
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flavonoids was performed as described in Section 2, and yielded
two flavonoid-enriched fractions #680 and #681. The #681 frac-
tion induced cell apoptosis only in adherent U937 leukemic cells
whereas the #680 fraction was cytotoxic for both leukemic cells in
adhesion or suspension (Fig. 1B). Interestingly, adherent leukemic
cells from AML patients showed an efficient reduction in sur-
vival whereas PBMC and normal immature hematopoietic cells
(CD34+) were not sensitive to #681 treatment (supplementary
Table 1).
Thus, aqueous extract andflavonoids fromH. scoparia are specif-
ically cytotoxic towards adherent leukemic cells under conditions
where the adherent phenotype denotes increased chemoresis-
tance.
3.2. LC–MS/MS analysis of the flavonoid-enriched fraction #681
from H. scoparia
Close examination of the MS and MSn spectra obtained from
the LC–UV profile of the flavonoid-enriched fraction #681 (Fig. 2A)
showed the presence of two groups of naturally occurring deriva-
tives: alkaloids and flavonol glycosides. Comparison of these
results with the published chemistry of H. scoparia [9–11] led
us to identify 14 compounds (9 alkaloids and 5 flavonol gly-
cosides). The alkaloid part of the chromatogram revealed the
presence of six tetrahydroisoquinoline derivatives (salsolinol,
isosalsoline, N-methylisosalsoline, salsolidine, carnegine and N-
methylcorydaldine) previously described in H. scoparia [10,11], in
addition to tryptamine and N-methyltryptamine (also described in
[10]), and a newly detected alkaloid in H. scoparia, norsynephrine.
These results were supported by the fragmentation patterns
observed in the MS2 and MSn spectra, which are in good agree-
ment with the proposed structures for these alkaloids (not
shown).
In the flavonoid part of the chromatogram, three
isorhamnetin glycosides and two quercetol glycosides were
detected. Isorhamnetin 3-O-!-d-xylopyranosyl-(1′′′′ →3′′ ′)-
"-l-rhamnopyranosyl-(1′′ ′ →6′′)-!-d-galactopyranoside and
isorhamnetin-3-O-!-d-robinobioside have previously been
described in H. scoparia [9,10]. Close examination of MS–MS
spectra (Fig. 2B) of three main ions (two at m/z 609 and
one at m/z 741, in the negative ion mode) detected in
the flavonoid-enriched fraction #681 led us to propose
the structures of quercetin–galactose–rhamnose–xylose,
quercetin–glucose–rhamnose (commonly called rutin), and
isorhamnetin–galactose–xylose. The structure of quercetin agly-
cone was deduced from the diagnosticm/z 300–301 produced ions
obtained fromhomolytic and heterolytic cleavage of the quercetin-
3-O-glycosidic bound producing radical aglycone ((Y0−H)•−) at
m/z 300 and aglycone (Y0−) at m/z 301. The presence, as base
peak, of the radical anion atm/z 300 confirms a 3-O linkage for the
glycosidic moiety [12]. In the same way, the presence of the m/z
315 product ion obtained from the [M−H]− ion atm/z 609 is char-
acteristic of a methoxylated quercetin (as isorhamnetin) aglycone
linked to a disaccharide. The negative ion APCI/MS–MS spectra
obtained for these newly described flavonoids in H. scoparia were
in good agreement with negative APCI- and/or ESI/MS–MS spectra
of closely related flavonoids published in the literature [13,14].
It is noteworthy that the exact nature of the sugar residues (and
their linkages) cannot be determined by mass spectrometry but
only their types (hexose, rhamnose and/or pentose).
Thus, analysis of the flavonoid-enriched extract #681
from H. scoparia by LC–UV–MS/MS indicated the pres-
ence of isorhamnetin–xylose–galactose, quercetin–xylose–
rhamnose–galactose and quercetin–glucose–rhamnose (rutin) as
newly described flavonoids in H. scoparia.
3.3. The flavonoid rutin induces GSK3ˇ inhibition and
cytotoxicity in adherent leukemic cells
We have checked the anti-leukemic activity of several alkaloids
and flavonoids present in the #681 fraction from H. scoparia, or
structurally related compounds (supplementary Table 2). Whereas
alkaloids were found cytotoxic on U937 in suspension as well as
in adhesion, several flavonoids displayed a cytotoxic activity more
specific of the adhesion status of leukemic cells and among them,
rutin was themost potent and showed a qualitatively similar cyto-
toxicity to the #681 fraction on U937 (Fig. 3A left panel). Rutin
increased the cytotoxicity on adherent leukemic cells but counter-
acted DNR-induced cell death of U937 in suspension, and CAM-DR
was abolished (Fig. 3A right panel). Of note, addition of rutin to
U937 cells already adherent onto fibronectin is still able to trigger
cell death (Fig. 3A right panel). However, when rutin and DNRwere
incubated simultaneously on adherent cells, no additive or syner-
gic effects on cytotoxicity were observed (Fig. 3A right panel). Thus,
these results show that the specific cytotoxic activity of H. scoparia
extract in adherent leukemic cells could be partially due to its rutin
content.
Our group previously demonstrated that, in conditions of serum
starvation, activation of GSK3! but not of PI3K/Akt is critical in
conferring a survival advantage to adherent leukemic cells [2,8].
Therefore, we checked the phosphorylation status of GSK3! after
treatment of adherent U937 cells with rutin. For this, we used an
antibody specific for inactiveGSK3! (GSK3!phosphorylatedat ser-
ine 9, P-Ser9 GSK3!). As shown in Fig. 3B, after 1h adhesion, P-Ser9
GSK3!was increased in U937 cells by rutin, compared to the con-
trol. At the same time, the active form of Akt (P-Ser473 Akt), a
kinase of Ser9 GSK3!, was increased (Fig. 3B). Akt is also a kinase
for the Thr32 of the transcriptional factor Foxo3A, a redox regu-
lator [15]. Using an antibody specific for inactive Foxo3A (P-thr32
Foxo3A), Foxo3A was found phosphorylated (therefore inhibited)
after 2h adhesion under treatment by rutin compared to the con-
trol (Fig. 3B). The treatment of leukemic cells by the #681 fraction
increased also the phosphorylation of the inhibitory sites in GSK3!
and Foxo3A (Fig. 3B). Furthermore, the treatment by rutin or inhi-
bition of GSK3! by pharmacological tool or siRNA induced similar
andspecificdecrease in survival of adherent leukemic cells (Fig. 3C).
These data suggest that rutin and the flavonoid fraction from H.
scoparia trigger leukemic cell apoptosis through the inhibition of a
pro-survival pathway regulated by GSK3!.
3.4. Specific effects of rutin on survival and GSK3ˇ regulation in
primitive AML progenitors
The population (CD34+CD38−CD123+) from AML patients has
been described to contain LSCs [16] and thus is important to
therapeutically target. We have checked whether these leukemic
progenitors were induced to apoptosis by rutin treatment. Adher-
ent CD34+CD38−CD123+ leukemic cells either on fibronectin or on
osteoblasts, major components of the hematopoietic niche, were
specifically killed by rutin compared to adherent immature con-
trol cells (CD34+CD38−) (Fig. 4A). Normal or leukemic immature
cells in suspension were not sensitive to rutin. Despite shar-
ing the same flavone moiety than rutin, the aglycone flavonoid
quercetin did not display specific cytotoxicity against adherent
U937 cells (supplementary Table 2). Accordingly, treatment by
quercetin killed both leukemic progenitors in adhesion and in
suspension while sparing normal progenitors (Fig. 4B). In our
experimental conditions, leukemic progenitors developedCAM-DR
towards etoposide but their co-treatment with rutin or quercetin
and etoposide has only slightly enhanced cytotoxicity in adher-
ent conditions (Fig. 4B). We have then checked the regulation
of GSK3! in leukemic progenitors under treatment by rutin or
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Fig. 2. LC–MS/MS analysis of the flavonoid-enriched fraction #681 fromH. scoparia. (A) LC–UV (total photodiode array (PDA), i.e. each compound is detected at its !max) chro-
matogram of the flavonoid-enriched fraction #681. (B) MS–MS spectra of (a) quercetin-xylose-rhamnose-galactose (retention time 19.11), (b) quercetin–glucose–rhamnose
(rutin, retention time 19.68) and (c) isorhamnetin–xylose–galactose (retention time 20.08) present in the #681 fraction.
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Fig. 3. The flavonoid rutin induces GSK3! inhibition and cytotoxicity in adherent leukemic cells. Leukemic cells U937 were incubated or not with rutin at different con-
centrations and cell survival was quantified as in Fig. 1A. (A) Left panel: The #681 flavonoid fraction was used as in Fig. 1B. Right panel: Rutin was used at 80"g/mL and
160"g/mL before and after adhesion of U937 cells, respectively. DNR treatment was performed as in Fig. 1A. (B) U937 cells were treated by rutin (80"g/mL) or #681 fraction
(dilution 1/100) and Western blotting was then performed as described in Section 2. Data are representative of two independent experiments. (C) U937 cells were treated
by rutin (80"g/mL), the GSK3! inhibitor SB216763 (10"M) or siRNA directed to GSK3! (as described in Section 2). SiRNA efficiency checked by Western blotting is shown.
Comparison to the respective untreated control in suspension or adhesion, or as indicated: n=3, mean± S.E., *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.
quercetin (Fig. 4C and supplementary Fig. 3). The most strik-
ing changes in GSK3! phosphorylation were induced by rutin
in adherent leukemic progenitors. Indeed, whereas active form
of GSK3! was increased after adhesion of leukemic progeni-
tors, rutin oppositely induced upregulation of inhibited P-Ser9
GSK3!. Notably, activatedP-Ser473Aktwas foundalsoupregulated
by rutin in adherent progenitors. Quercetin did not significantly
change GSK3! or Akt status in leukemic progenitors adherent or in
suspension.
Altogether these results demonstrate that rutin can induce
apoptosis of adherent and chemoresistant primitive leukemic pro-
genitors while sparing normal progenitors. The adhesion-linked
cytotoxicity of rutin might be related to specific regulations of
GSK3! compared to other flavonoids.
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Fig. 4. Specific effects of rutin on survival andGSK3! regulation of primitiveAMLprogenitors. Cells from threehealthy donors and sixAMLpatientswere treated by160"g/mL
rutin or quercetin, adhered on fibronectin (Fn) or on osteoblasts (OB) and then treated by etoposide (1"M) or lysed for signalling studies as described in Section 2. Cell
survival was analyzed at 24h by apoptotic APO2.7-PC5 labelling. From each bone marrow sample, immature progenitors (leukemic CD34+38−123+; normal CD34+38−) were
analyzed by FACS. (A) Assays: leukemic progenitors n=6 (Fn) or n=3 (OB) mean± S.E.; normal progenitors n=3 mean± S.E. The representative gating schemes of immature
population from AML sample and its rutin-induced apoptosis are shown. (B) Assays: normal or leukemic progenitors (n=3mean± S.E.). (C) Inhibited form of GSK3! (P-Ser9)
and active form of Akt (P-Ser473) were measured in AML progenitors (n=3) by FACS and MFI ratio of phosphorylated protein/total protein was calculated (mean± S.E.).
Comparison to the respective untreated control in suspension or adhesion: *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.
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4. Discussion
Natural plant extracts and their flavonoids have been shown
to display anti-cancer properties both in vitro and in vivo. Clinical
trials with flavonoids have been performed for their development
as anti-leukemic agents [17–20]. Here, we have demonstrated that
H. scoparia flavonoids and rutin have the capacity to specifically
induce the cytotoxicity of adherent and chemoresistant leukemic
progenitors.
Cytotoxic assays with flavonoids glycosides present in H. sco-
paria, or structurally related compounds, suggested the importance
of 3-rutinoside (glucose-rhamnose). Rutin has been shown to
upregulate active form (P-Ser473) of Akt [21] and in leukemic
cells treated by rutin we measured activation of Akt and inhibi-
tion of Akt targets, GSK3! and Foxo3A. Of note, the pro-apoptotic
#681 fraction from H. scoparia induced the same changes in
Akt targets of adherent leukemic cells. Instead of Akt activation,
GSK3! promotes cell quiescence [22] and Foxo3A protects quies-
cent cells from oxidative stress [15]. We thus hypothesize that,
in conditions of serum starvation, rutin could trigger apoptosis
of leukemic cells through both their restored Akt and metabolic
activities and inhibition of the pro-survival GSK3! pathway [2].
Indeed, GSK3!-induced cytotoxicity has been previously linked to
inhibition of NF-"B and mitochondrial destabilization [2,23] and
despite its well-known pro-survival role, the PI3K/Akt pathway
could exert pro-apoptotic activity in altered metabolic conditions
[24,25].
The targeting of LSCs protected by adhesive interactions in the
bone marrow niche could thus require a specific therapy beside
the anti-leukemic drugs currently used to discard the leukemic
progeny. Recently, Ishikawa and co-workers have shown that
AML LSCs in the osteoblastic niche are quiescent and can be
induced to enter the cell cycle allowing their elimination by cell
cycle-dependent chemotherapy [26]. Our demonstration of the
Akt-activating role of rutin in leukemic progenitors suggests that
it could induce LSCs either to directly apoptose or to cycle. By con-
trast with rutin, its structurally related compound quercetin and
flavopiridol pro-apoptotic on both leukemic progenitors adherent
or in suspension, inhibit cyclin-dependent kinases [27,28] and thus
could reinforce quiescence and resistance of LSCswithout stimulat-
ing HSCs. However, rutin exhibits antagonism with anthracyclins
and nucleosidic analogs (our data and [29]). Thus, a sequential
administration of drugs targeting the proliferative leukemic pool,
followed, at distance, by the treatment with rutin to target quies-
cent LSCswouldbe thebetter therapeutic strategy.Rutin couldoffer
alternative to consolidation therapy by bone marrow transplanta-
tion in non eligible patients [30] inducing increased disease-free
survival through its potential stimulating effect on HSCs and on
immunity [31].
Since rutin is not the major compound of the active flavonoid-
enriched extract from H. scoparia, we plan to purify other
compounds from this fraction and to test their biological activity
alone or in association with rutin. Our data and those of oth-
ers strongly suggest that clinical trials for anti-leukemic activity
with flavonoids are needed. However, depending on the microen-
vironmental conditions in which the resistant leukemic cells are
maintained, it appears that few compounds are able to dis-
play a specific cytotoxicity against these cells. Rutin and other
flavonoids from H. scoparia seem to discriminate between nor-
mal and leukemic immature cells arguing in favor for their use in
anti-leukemic therapy.
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Nos résultats démontrent que les flavonoïdes extraits Hammada scoparia  et la rutine induisent 
spécifiquement la mort des cellules souches leucémiques adhérentes et chimiorésistantes, épargnant 
OHVFHOOXOHVVRXFKHVKpPDWRSRwpWLTXHVQRUPDOHV/¶DSRSWRVHGHV&6/HVWGpSHQGDQWHGHO¶LQKLELWLRQGH
ODYRLHGHVXUYLH*6.ȕ)R[R$&HWWHLQKLELWLRQGH*6.ȕHVWUpDOLVpHSDU$NWFHWWHGHUQLqUHpWDQW 
DFWLYpH VXLWH DX WUDLWHPHQW SDU OD UXWLQH *6.ȕ SHUPHW OD PLVH HQ TXLHVFHQFH GHV &6/ HW OHXU
résistance aux voies pro-apoptotiques déclanchées en aval des récepteurs de mort et Foxo3A protège 
les cellules quiescentes du stress oxydatif. Les stratégies thérapeutiques pour lever la résistance 
GpSHQGDQWH GH O¶DGKpVLRQ GHV FHOOXOHV VRXFKHV OHXFpPLTXHV YLVHQW j PRGXOHU OHXU LQWpUDFWLRQ
matrice/intégrine (empêcher le homing) ou à induire leur différenciation/prolifération. La rutine 
SRXUUDLWGRQFIDYRULVHUO¶HQtrée dans le cycle cellulaire des CSL quiescentes via O¶DFWLYDWLRQGHODYRLH
PI3K/Akt. La rutine pourrait donc être couplée à de la chimiothérapie classique pour éliminer les 
cellules souches leucémiques proliférantes. Cependant nos résultats montrent un antagonisme de la 
rutine avec les anthracyclines et les analogues nucléosidiques, nous proposons donc une combinaison 
séquentielle commençant par un traitement à la rutine de façon à induire dans un premier la 
prolifération des cellules souches leucémiques. 
Une question reste en suspens quelle est la cible de la rutine ?  
 
-¶DL UpDOLVp O¶HQVHPEOH GHV H[SpULHQFHs sur les patients LAM (cellules souches leucémiques et bulk 
tumoral), les cellules souches hématopoïétiques et les progéniteurs normaux. 
 


























Discussion et perspectives 
Mon travail de WKqVHDSHUPLVGH UpYpOHUTXH ODYRLHGHVXUYLHĮȕ5$&.33$*6.ȕ joue un 
rôle majeur dans la chimiorésistance des CSL des patientes LAM. De plus, la bibliographie très 
UpFHQWHPRQWUHTX¶XQHGpUpJXODWLRQ GH*6.ȕdans les CSH  peut avoir des conséquences importantes 
sur OµLQLWLDWLRQRXODPDLQWHQDQFHGHODOHXFpPRJHQqVH$LQVL*6.ɴ apparaît désormais comme une 
cible pharmacologique majeure dans les traitements anti-leucémiques. 
 
*6.ȕVLJQDOFOHIGH ODUpVLVWDQFHGHV&6/DXVWUHVVR[\GDWLIHWj O¶DSRSWRVH LQGXLWH
par les récepteurs de mort  
  
Les CSL sont dans un environnement agressif, inflammatoire et perturbé sur le plan métabolique. Or 
la protection vis-à-vis du stress oxydatif est une caractéristique des CSL mais aussi des CSH. Dans ce 
cRQWH[WH O¶DGKpVLRQ FHOOXODLUH HQWUDvQH GHV YDULDWLRQV GH OD SURGXFWLRQ GHV UDGLFDX[ R[\JpQpV
intracellulaires qui peuvent engendrer la survie ou la mort cellulaire selon les quantités produites et les 
FRQGLWLRQVG¶DFWLYDWLRQFHOOXODLUH1RVUpVXOWDWVVRQW HQIDYHXUG¶XQPRGHGHSURWHFWLRQVSpFLILTXHYLV
à vis du stress oxydatif dans les CSL adhérentes par rapport aux CSH. En effet, *6.ȕ UpJXOH
SRVLWLYHPHQW O¶DFWLYDWLRQ du facteur de transcription FoxO3a et donc la production de l¶HQ]\PH GH
détoxification MnSOD (Bourogaa, Bertrand et al 2011). $ O¶LQYHUVH OD UpSRQVH DQWL-oxydante des 
CSH pourrait être dépendante de gènes cibles du facteur de transcription Nrf2, régulé négativement 
par GSK3ɴ (Kato et al 2010). Il apparaît LQWpUHVVDQWG¶pWXGLHUGHPDQLqUHSOus approfondie ces voies 
spécifiques de protection qui pourraient offrir des cibles thérapeutiques nouvelles. 
 
Face à un environnement inflammatoire contenant une grande quantité de ligands pro-morts (TNF, 
75$,/«*6.ȕYDSUREDEOHPHQW MRXHUXQ U{OHFOHISour la survie des CSL adhérentes selon nos 
résultats (De Toni-Costes et al 2010). Au moins trois compartiments cellulaires pourraient participer 
au rôle pro-survie de GSKȕ 8Q SRRO GH *6.ȕ j OD PHPEUDQH plasmique enrichi, en forme 
déphosphorylée sur la sérine 9, contrerait les voies de mort en aval du TNF-5'DQVOHQR\DXF¶HVW
XQH IRUPH *6.ȕ HQULFKLH HQ W\URVLQH  TXL SRXUUDLW PRGXOHU O¶DFWLYDWLRQ GH 1)-ț% VHORQ OHV
UpVXOWDWV SUpOLPLQDLUHV GH O¶pTXLSH 2U OD UpJXODWLon directe de NF-ț% SDU *6.ȕ GDQV OH QR\DX
SRXUUDLWOLEpUHUODȕ-caténine de son interaction avec NF-ț%HWGRQFIDYRULVHUO¶DFWLRQDQWL-oxydante 
GHODȕ-caténine via sa liaison avec FoxO3A. 
1RXVQ¶DYRQVSDVDERUGpGDQVQRVH[SpULHQFHVOHU{OHGH*6.ɴ au niveau mitochondrial. Cependant, 
GDQV G¶DXWUHV PRGqOHV cancéreux (Kotliarova et al 2008) où son rôle pro-survie a été démontré, 
O¶LQKLELWLRQGH*6.ɴ entraîne une apoptose via une déstabilisation mitochondriale. 




Il serait intéressant de rechercher dans chDTXHFRPSDUWLPHQWVLO¶HQ]\PHSHXWVHOLHUjGHVSDUWHQDLUHV
spécifiques potentiellement importants dans les voies de survie. Après des expériences de co-
immunoprécipitation dans des lignées leucémiques, la confirmation de la co-localisation de GSK3ɴ et 
de ses partenaires pourrait être réalisée par immunofluorescence dans les CSL. 
Une autre question en rapport avec la compartimentalisation de GSK3ɴ est sa double implication en 
aval des intégrines et des récepteurs de mort pour promouvoir la survie. Notre hypothèse est que les 2 
types de récepteurs puissent être co-localisés dans un microdomaine membranaire structuré par 
O¶LQWpJULQH ɲ5ɴ1. Dans ce compartiment, GSK3ɴ pourrait être dans un premier temps activée à 
SUR[LPLWpGHODSKRVSKDWDVH33$DVVRFLpHjO¶Lntégrine, puis transloquée au niveau du complexe anti-
apoptotique des récepteurs de mort (Sun et al 2008). Il faudrait GpWHUPLQHUVL O¶DFWLYDWLRQGH*6K3ɴ 
dans ce complexe anti-DSRSWRWLTXHGpSHQGG¶XQHQJDJHPHQWGHVLQWpJULQHV 
Enfin, nous avons mesuré, apUqV DGKpVLRQ VXU ILEURQHFWLQH XQH GLPLQXWLRQ GH O¶H[SUHVVLRQ de 
O¶LQWpJULQHɲ5ɴ1 en surface cellulaire des CSL, dans lesquelles GSK3ɴ HVWDFWLYH/¶LQWHUQDOLVDWLRQGH
O¶LQWpJULQHSRXUUDLWrWUHOLpHjO¶DFWLYDWLRQGHSHWLWHVSURWpLQHV*GHODIDPLOOH5KRimportante pour les 
voies de survie (White et al 2005). Des études dans des lignées leucémiques pourraient permettre 
G¶pFODLUHU OHV GLIIpUHQWHV pWDSHV PpFDQLVWLTXHV GH FHWWH YRLH GH VLJQDOLVDWLRQ OLpH j O¶DFWLYDWLRQ GH
GSK3ɴ. Dans les CSL, on pourrait par H[HPSOHPHVXUHUO¶DFWLYLWpGHV0$3.GpSHQGDQWHGH5KRHW
pYDOXHUO¶LPSDFWG¶LQKLELWHXUVGH5KRVXUODVXUYLHGpSHQGDQWHGH*6.ɴ͘!
 
2. *6.ȕ, cellules souches et dimorphisme de genre 
Mes travaux montrent que la voie de survie dépendante de GSK3ɴ est déclencKpHORUVGHO¶DGKpVLRQ
GHV &6/ GH SDWLHQWHV PDLV DXVVL GHV &6+ GH GRQQHXUV VDLQV &HFL LPSOLTXH TX¶XQ FKDQJHPHQW
phénotypique dépendant du sexe survient dans les CSH lors de la leucémogenèse. Il est important de 
QRWHU TXH VL O¶DFWLYDWLRQ GH *6.ɴ dans les CSL de patientes est permanente, celle des CSH des 
donneurs masculins serait transitoire. 
7UqV SHX G¶pWXGHV RQW SRVp OD TXHVWLRQ GH GLIIpUHQFHV IRQFWLRQQHOOHV OLpHV DX VH[H GDQV OHV FHOOXOHV
VRXFKHV ,O D pWp UDSSRUWp GHV GLIIpUHQFHV GDQV OHV FDSDFLWpV G¶Duto-renouvellement liées à des 
différences structurales de la niche des centres germinatifs des ovaires et des testicules. (Morgan et al 
2010) De façon intéressante, les cellules souches mésenchymateuses (CSM) présentent des différences 
liées au sexe dans le contrôle de leur survie face au stress (Chrisostomo et al 2007). En effet, selon le 
sexe, la balance de production facteurs de croissance/cytokines pro-inflammatoires impliquerait 
spécifiquement deux types de récepteurs de mort, le TNFR-R2 pour les CSM de femme induisant une 
signalisation pro-survie et le TNF-5SRXU OHV&60G¶KRPPH UHVSRQVDEOH G¶XQH VLJQDOLVDWLRQ SUR-




apoptotique. Etant donné le rôle de GSK3ɴ dans la régulation du complexe anti-apoptotique associé au 
TNF-R, il serait très important de véULILHUO¶H[SUHVVLRQGHVGHX[LVRIRUPHVGXUpFHSWHXUGDQVOHV&6/
de patients LAM. 
'DQVOHFRQWH[WHGHQLFKHLQIODPPDWRLUHLOVHUDLWpJDOHPHQWFUXFLDOG¶pWXGLHUOHVF\WRNLQHVVSpFLILTXHV
produites par les CSM de patientes et de patients, car par exemple, l¶,1)ɲ participe à la surexpression 
G¶ɲ5ɴ1 et la mise en quiescence des cellules leucémiques (Bathia et al 1996) 
&HV SDUWLFXODULWpV GHV FHOOXOHV VRXFKHV OLpHV DX VH[H SRXUUDLHQW rWUH OH UpVXOWDW G¶XQH ORQJXH
imprégnation hormonale in vivo7RXWHIRLVO¶DFWLvation de la voie de survie GSK3ɴ GDQVOHV&6/Q¶HVW
pas modulée par un traitement par les hormones sexuelles à court terme in vitro selon nos résultats. 
$LQVL LO Q¶HVW SDV H[FOX TXH OHV GLIIpUHQFHV TXH QRXV DYRQV REVHUYpHV VRLHQW LQGpSHQGDQWHV G¶XQH
régulation hormonale et donc intrinsèquement liées au genre. A notre connaissance, le seul exemple 
connu de régulation intrinsèque est celui des neurones embryonnaires (Du et al 2004) qui présentent in 
vitro des différences liées au sexe dans les voies de survie face aux stress génotoxiques et de privation 
nutritive. Cette survie cellulaire implique une régulation spécifique des voies de signalisation liées à 
O¶DGKpVLRQHWDXPpWDEROLVPHDXIRQFWLRQQHPHQWPLWRFKRQGULDOHWDXSURFHVVXVG¶DXWRSKDJLH 
Dans ce FRQWH[WH LO HVW LQWpUHVVDQW GH VRXOLJQHU OH U{OH PDMHXU TXH SRXUUDLW MRXHU O¶,*)-1 tant au 
niveau de la niche hématopoïétique (Mayack et al 2010) que de la régulation des cellules souches. En 
HIIHWOHVUpVXOWDWVSUpOLPLQDLUHVGHO¶pTXLSHPRQWUHQWTXHO¶activation de la voie de survie GSK3ɴ est 
OLpH j XQH UpVLVWDQFH j O¶,*)2U QRXVPRQWURQV TXH OD SURWpLQH DGDSWDWULFH5$&. MRXH XQ U{OH
FULWLTXH GDQV O¶DFWLYDWLRQ GH *6.ȕ HW HVW VXUH[SULPpe dans les CSL de patientes. RACK1 est un 
partenaire important dX GLDORJXH HQWUH O¶,*)-R et les intégrines, et sa concentration semble 
FRQGLWLRQQHU VRQ DVVRFLDWLRQ DYHF O¶XQ RX O¶DXWUH GHV UpFHSWHXUV (Q HIIHW j IRUWH FRQFHQWUDWLRQ
5$&. OLHUD SOXW{W OHV LQWpJULQHV DORUV TX¶j FRQFHQWUDWLRQ SOXV IDLEOH VD OLDLVRQ j O¶,GF-R sera 
privilégiée (Zhang et al 2006). Au sein de notre cohorte, le seul patient de sexe masculin dont les CSL 
ont activé la voie de survie dépendante de GSK3ɴ est diabétique et ses CSL expriment un taux élevé 
de RACK1. De plus la lignée leucémique U937 OLJQpHPRQRF\WLTXH KXPDLQH G¶RULJLQHPDVFXOLQH
dans laquelle nous avons réalisé la majeure partie de notre étude mécanistique sur la voie de survie 
GSK3ɴ HVW XQ PRGqOH FRQQX G¶LQVXOLQR-résistance. De façon intéressante, une augmentation de 
RACK1 permet XQFKDQJHPHQWG¶XQpWDWGHSUROLIpUDWLRQGpSHQGDQWGHO¶,*)jXQpWDWGHTXLHVFHQFH
dépendant des intégrines (Hermanato et al 2002). Il HVW LFL LPSRUWDQW GH UDSSHOHU TXH O¶pWDW GH
quiescence des CSL est lié à leur chimiorésistance. Ces observations suggèUHQW G¶XQH SDUW TXH OH
ciblage de GSK3ɴ SRXUUDLWrWUHXQRXWLO WKpUDSHXWLTXHSRXU OHVSDWLHQWV/$0GLDEpWLTXHVHWG¶DXWUH
SDUWTX¶XQHPHLOOHXUHFRQQDLVVDQFHGXPpWDEROLVPHGHV&6/SRXUUDLWRIIULUGHVFLEOHVWKpUDSHXWLTXHV
très intéressantes. Les étapes suivantes indispensables à notre démonstration sont : premièrement , la 




UpYHUVLRQ GX SKpQRW\SH GH VXUYLH VXLWH j XQH VXUH[SUHVVLRQ GH 5$&. GDQV OHV &6/ G¶KRPPH
GHX[LqPHPHQWODSUHXYHG¶XQHHIILFDFLWpin vivo des inhibiteurs de GSK3ɴ. 
Sur un plan PpFDQLVWLTXHXQHUHORFDOLVDWLRQGH5$&.SRXUUDLWDYRLUOLHXORUVG¶XQFKDQJHPHQWGX
contexte adhésif et favoriser le recrutement de GSK3ɴ aux intégrines. Il serait utile de vérifier si la 
VWUXFWXUH GH 5$&. SRVVqGH OD VpTXHQFH FRQVHQVXV G¶LQWHUDFWLRQ GHV VXEVWUDWV GH *6.ȕ $LQVL
FRPPHPRQWUp GDQV QRV H[SpULHQFHV HQ FRQGLWLRQ GH SULYDWLRQ VpULTXH O¶HQJDJHPHQW GH O¶LQWpJULQH
ĮȕVXUILEURQHFWLQHGpFOHQFKHXQHDXJPHQWDWLRQGH O¶H[SUHVVLRQGH RACK1. Son recrutement aux 
intégrines est potentiellement respoQVDEOH GH O¶DFWLYDWLRQ GH OD SKRVSKDWDVH 33$ TXL HOOH-même 
FRQGXLWj O¶DFWLYDWLRQGH*6.ȕUHORFDOLVpHjproximité (figure 32). La phosphorylation de RACK1 
VXUODW\URVLQHpWDQWGpWHUPLQDQWHSRXUO¶LQWHUDFWLRQDYHFOHVLQWpJULQHVɴ1 et PP2A en condition de 
SULYDWLRQVpULTXHLOVHUDLW LQWpUHVVDQWG¶pWXGLHUFHWWHSKRVSKRU\ODWLRQGDQVOHV&6/GHSDWLHQWVHWGH
déterminer la kinase qui en est responsable. De même, il apparaît important de déterminer si 
O¶DXJPHQWDWLRQ GH O¶H[SUHVVLRQ GH 5$&. HVW UpDOLVpe au niveau transcriptionnel ou post-
transcriptionnel, ou implique une régulation par le protéasome. 
 
3. GSK3ȕ et microenvironnement tumoral 
Une régulation épigénétique ou directe du facteur de transcription NF-ʃB par GSK3ɴ dans les CSL 
DGKpUHQWHVSRXUUDLWFRQGXLUHjO¶H[SUHVVLRQGHJqQHVSUR-inflammatoires tels que les cytokines et les 
facteurs chémotactiques, extrêmement importants dans la régulation des cellules immunitaires. Une 
GpILFLHQFH GH O¶LPPXQLWp LQQpH SRXUUDLW H[pliquer en partie la tolérance immunitaire vis-à-vis des 
EODVWHV OHXFpPLTXHV HW OD PDLQWHQDQFH G¶XQH QLFKH LQIODPPDWRLUH SDUWLFLSDQW j OD WUDQVIRUPDWLRQ
leucémique (Costello et al 2002 ; Fauriat et al 2005). La modulation de GSK3ɴ peut influencer 
O¶H[SUHVVion des ligands des cellules Natural Killer (NK) à la surface cellulaire (Skov et al 2005). 
&HSHQGDQWOHVWDWXWG¶H[SUHVVLRQGHVOLJDQGVGHVFHOOXOHV1.Q¶HVWSDVFRQQXDXQLYHDXGHV&6/GH
PrPH TXH O¶LQIOXHQFH GH O¶DGKpVLRQ VXU FHWWH H[SUHVVLRQ 'H IDoRQ LQWpUHVVDQWH M¶DL REWHQX GHV
UpVXOWDWVSUpOLPLQDLUHVDYHFODOLJQpH8VXJJpUDQWTXHO¶DGKpVLRQVXUILEURQHFWLQHHWO¶DFWLYDWLRQGH
GSK3ɴ LQIOXHQFHQW SRVLWLYHPHQW OD VHQVLELOLWp j O¶DWWDTXH F\WRWR[LTXH GHV FHOOXOHV 1. $LQVL
O¶K\SRWKqVHTXHQRXVGHYRQVFRQILUPHUHVWTX¶DXVHLQGHODQLFKHOHV&6/VRLHQWUHVWpHVVHQVLEOHVj
O¶DFWLRQGpIHQVLYHGHO¶LPPXQLWpLQQpH&HSHQGDQWOHVFHOOXOHV1.HWO¶LPPXQLWpHQJpQpUDOVHUDLHQW
réprimées par le microenvironnement des CSL. En effet, les cellules stromales mésenchymateuses 
jouent un rôle clef dans la modulation des réponses immunitaires (Spaggiari et al 2008; Martinet et al 
2009, 2010 ,O VHUDLW GRQF LQWpUHVVDQW GH UHFKHUFKHU O¶LPSDFW G¶XQ WUDLWHPHQW GHV &60 SDU GHV
inhibiteurs de GSK3ɴ sur leurs fonctions immunomodulatrices. De façon intéressante, selon nos 
résultats préliminaires, le flavonoïde rutine que nous avons utilisé dans nos expériences de cytotoxicité 




vis-à-YLV GHV&6/SURPHXW ODSUROLIpUDWLRQGHV&60QRUPDOHV DORUV TX¶LO DSSDraît délétère pour les 
CSM pathologiques. Une récente étude in vivo confirme des effets positifs de la rutine sur 
O¶pUDGLFDWLRQGHVFHOOXOHVOHXFpPLTXHVDSUqVJUHIIHGDQVXQPRGqOHPXULQHWODVWLPXODWLRQGHVFHOOXOHV
immunes (Lin et al 2009, 2011). 
 
4. Rôle pro-oncogénique de GSK3ɴ  
Les voies moléculaires responsables des conversions successives CSH/pré-CSL/CSL sont la clef de la 
maintenance de la leucémie et des rechutes post-chimiothérapie. Pourtant les mécanismes mis en jeu 
dans cette progression sont très peu connus. Récemment, GSK3ɴ a été placée au centre de cette 
TXHVWLRQ (Q HIIHW O¶DFWLYDWLRQ GH *6.ɴ permet la transformation des CSH en pré-CSL dans les 
OHXFpPLHVH[SULPDQWO¶RQFRJqQH0//$LQVLGHVSURJpQLWHXUVKpPDWRSRwpWLTXHVSRXUUDLHQWUpDFTXpUir 
GHVSURSULpWpVG¶DXWR-renouvellement et de résistance propres aux cellules souches, par la réexpression 
de gènes embryonnaires. (Cleary 2009). Ce rôle pro-tumoral de GSK3ɴ pourrait être impliqué dans 
G¶DXWUHV WXPHXUVFDU LO IDYRULVH OHSRWHQWLHORQFRJpQique du complexe de transcription HOX9/MEIS 
(Figure 32) (Zwang et al 2010). Un ciblage différentiel des pré-CSL où GSK3ɴ est active et dans les 
CSL où elle est ensuite inhibée dans certains cas de LAM, a été récemment confirmé (Yeung et al 
2010). 
Ainsi, IDFH j XQ PLFURHQYLURQQHPHQW LQIODPPDWRLUH O¶DFWLYDWLRQ SUR-survie de GSK3ɴ pourrait 
participer également à une dérégulation épigénétique dans les CSH, conditionnant la réexpression de 
gènes embryonnaires cruciaux pour les étapes initiales de la carcinogenèse (Gao et 2008 ; 
Werbowetski et Bhatia 2008 'H IDoRQ LPSRUWDQWH O¶DGKpVLRQ SRXUUDLW MRXHU XQ U{OH FOHI GDQV FH
processus.(Funayama et al 2010). Dans un premier temps, dans des conditions adhésives et de 
privation sérique des CSH, des pré-CSL et des C6/ LVVXHV G¶KRPPHV HW GH IHPPHV LO VHUDLW XWLOH
G¶pWDEOLUXQSURILOG¶H[SUHVVLRQJpQLTXHpar microarray des gènes impliqués daQVO¶DGKpVLRQFHOOXODLUH
et les voies morphogènes. A la suite de cette étude, il sera intéressant de rechercher les modifications 
épigénétiques sous le contrôle de GSK3ɴ TXLSRXUUDLHQWrWUHjO¶RULJLQHGXFKDQJHPHQWSKpQRW\SLTXH
des CSH ou des pré-CSL. Par la technique de ChIP (Immunoprécipitation de la chromatine) suivie de 
O¶pYDOXDWLRQ GHV IRUPHV PpWK\OpHVDFpW\OpHV GHV KLVWRQHV nous évaluerons les modifications des 
histones sous le contrôle de GSK3ɴ et impliquant des promoteurs sous le contrôle de NF-ʃB, 
deFoxO3a et de la ȕ-caténine. 
Une des cibles révélées de GSK3ɴ pourrait être la protéine MAF. En effet, elle est impliquée dans 
O¶RQFRJpQqVH G¶KpPRSDWKLHV PDOLJQHV YLD OD UpJXODWLRQ GHV JqQHV +2; HW VD SKRVSKRU\ODWLRQ SDU
GSK3ɴ est un pré-requis pour réguler son activité oncogéniqXH'HSOXVO¶DFWLYDWLRQGH0$) entraîne 




un remodelage matriciel et une augmentation des interactions entre les cellules cancéreuses et 
stromales. 
(QILQXQPRGqOHG¶H[SpULPHQWDWLRQLGpDOVHUDLWOHNQRFN-in conditionnel et tissu spécifique de GSK3ɴ 
non phosphorylable, donc sous forme active permanente, pour vérifier la validité des cibles de GSK3ɴ 
et à quel niveau de la hiérarchie hématopoïétique se produisent ses effets oncogéniques. 
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1USE OF HETEROSIDIC FLAVONOID DERIVATIVES FOR THERAPY OF
STEM CELL CANCERS
FIELD OF THE INVENTION:
5
The present invention relates to the therapy of cancers and more
specifically of acute myeloid leukaemia. The present invention more precisely
deals with the use of some flavonoid derivatives for their selective cytotoxicity
towards cancer stem cells.
10
BACKGROUND OF THE INVENTION :
Recently, rare populations of tumor cells designated as “tumor initiating
cells” or “cancer stem cells” have been identified with the ability to drive tumor
formation and supporting the cancer stem cell hypothesis. This hypothesis
postulates that tumors arise from stem cells that drive tumorigenesis, giving rise to15
a large population of progenitors that make up the bulk of the tumor but would lack
tumorigenic potential.
Properties of cancer stem cells mean that they are able to give rise to the
original cancer by regenerating the tumor cells. They have been shown to be
tumorigenic and resistant to radiotherapy in vitro. They are supposed to be20
resistant to treatments and therefore responsible of relapse after apparent tumor
response in vivo. In cases in which tumor is eradicated by chemotherapy but is
followed by a relapse, a possible reason is that the cancer stem cells are drug-
resistant and have not been killed. Accordingly, therapeutic approaches that
specifically target cancer stem cells should prevent or reduce the risk of relapse25
and metastasis.
Cancer stem cells have been identified first in acute and chronic leukemia,
then in solid tumors such as breast cancers, brain tumors, prostate cancer and
more recently in colon and head and neck cancers. They have been isolated using
stem cell markers, some of which have been shown to be shared by different30
tissues, like the adhesion molecule CD44, detected in breast, prostate and head
and neck cancer stem cells, and which is also expressed by normal healthy
mammary tissue stem cells (Balic M, et al.. Clin Cancer Res. 2006 12:5615-21).
2Regarding acute myeloid leukemia (AML), it is characterized by the
aberrant accumulation of immature myeloid hematopoietic cells. The leukemia-
initiating cells are hematopoietic stem cells (HSCs) whichhave self-renewal and
differentiation functions dysregulated or committed progenitors transformed to
leukemic stem cells (LSCs). In all cases, the leukemic clone requires a5
proliferative and a survival advantage to overcome normal hematopoiesis.
Current chemotherapy regimens for AML use drugs such as nucleoside
analogs and anthracyclines (eg, daunorubicin) that interfere with DNA replication
and induce apoptosis primarily in replicating cells. However, since LSCs are
mostly quiescent like HSCs, relapse is common after initial remission in response10
to chemotherapy.
The hematopoietic niche plays a key role in maintaining quiescence of
HSCs. Adhesive interactions between HSCs and their microenvironment
(osteoblasts, matrices, mesenchymal stem cells) are required to maintain stem cell
capacities. Upon leukemic transformation, bone marrow presents enrichment in15
fibronectin and in hematopoietic cells overexpressing its receptor, the !5"1
integrin. The inventors and others have already demonstrated that adhesive
interactions, notably through integrin engagement on fibronectin, were responsible
for cell adhesion-mediated drug resistance (CAM-DR) of leukemic cells (De Toni
F, et al.. Oncogene. 2006 May 25;25(22):3113-22). Accordingly, it is essential to20
determine specific cell survival mechanisms able to distinguish LSCs from HSCs
to propose LSC-specific targeted therapy.
Few studies have demonstrated that LSCs do involve unique signaling
pathways for their cell survival. Nuclear factor #B (NF-#B) and mammalian target
of rapamycin (mTOR) were found constitutively activated in LSCs. Hence both the25
NF-#B inhibitor parthenolide from Tanacetum parthenium and the mTOR inhibitor
rapamycin from Streptomyces hygroscopicus have been proposed as LSC-
targeted therapies. The phosphoinositide 3- kinase/Akt pathway regulates NF-#B
and mTOR activities, and mediates CAM-DR of AML. Another key signaling
molecule controlling cell survival is the glycogene synthase kinase 3" (GSK3"), a30
serine threonine kinase important for the cell response to different stress from the
microenvironment (serum, oxygen or glucose deprivation, oxidative or
inflammatory stress). The pro-survival activity of GSK3" is tightly linked to the
3death receptors response (eg, TNF, TRAIL). Interestingly, GSK3! activation is
linked to a cell quiescence status and regulates NF-"B through an original
pathway independent of I"-B. This pathway allows the transcription of specific
genes such as IL-6, a cytokine involved in the survival of malignant hematopoietic
cells (Hoeflich KP, et al.. Nature. 2000 Jul 6;406(6791):86-90, and Steinbrecher5
KA, et al.. Mol Cell Biol. 2005 Oct;25(19):8444-55).The inventors previously
demonstrated that GSK3! activation supports CAM-DR of leukemic blasts (De
Toni F, et al.. Oncogene. 2006 May 25;25(22):3113-22). Accordingly, protection
against oxidative stress of the leukemic inflammatory niche may be a key feature
of LSCs.10
However, no therapeutic tools for targeting leukemic stem cells is so far
available for clinical use and thus there is still a need for an agent which is
specifically cytotoxic for adherent chemoresistant leukemic cells but not for normal
hematopoietic cells.
Such innovative treatments would permit to efficiently prevent relapse and15
metastasis of cancer and more particularly cancer stem cell using a treatment
which would be much better tolerated by patients than conventional chemotherapy
or radiotherapy, which result in significant and sometimes severe adverse effects.
In particular, an innovative concept of therapy could be implemented, based
on the inhibition of cancer stem cell which survives to drug-induced toxicity or20
radiotherapy, with or without conventional treatment of the bulk tumor.
SUMMARY OF THE INVENTION:
The inventors have now unexpectedly found that compounds following
formula (I) and in particular the rutin are specifically cytotoxic for adherent25
leukemic cells but not for normal hematopoietic cells. As shown in the following
examples, they advantageously target the GSK3! , Akt, FOXO3a and MnSOD
signaling pathways and induce apoptosis.













R1, R2 and R3 represent, independently one from the others, a hydrogen
atom, a saturated or unsaturated, linear or ramified C1-C4 alkyl group, an oside
residue or a derivative thereof,
with at least one of R1, R2 and R3 being obligatory an oside residue or a5
derivative thereof,
and its salts, optical and geometric isomers, solvates or derivatives,
as selective cytotoxic agent for cancer stem cells.
As shown by the data submitted here-after, the compounds of formula (I)
are advantageously selectively efficient against pathological adherent stem cells10
without altering normal stem cells ex vivo.
In particular, the compounds of the invention are useful in the prophylaxis or
treatment of diseases mediated by cancer stem cell.
Accordingly, the compounds of formula (I) may be used in the treatment of
a cancer, in particular for the treatment of a solid tumour, a lymphoma or a15
leukemia, and more particularly of the acute myeloid leukemia.
They may be also used in preventing tumor relapse in a patient in need
thereof.
They are also particularly useful for preventing solid tumor metastasis in a
patient in need thereof.20
In a second aspect, the invention relates to a pharmaceutical composition
comprising an effective amount of at least a compound of formula (I) according to
the invention in combination with at least one cancer agent different from a
compound of formula (I) and in particular a secondary chemotherapeutic agent.
In a third aspect, the invention further relates to a method for treating a25
disease or condition comprising or arising from cancer stem cells, in particular
solid tumor, lymphoma and leukemia and more particularly acute myeloid
leukemia comprising the administration to a patient in need thereof of an effective
amount of at least a compound of formula (I) as defined previously.
In another aspect, the invention relates to a method for alleviating or30
reducing the incidence of a disease state or conditions mediated by cancer stem
cells comprising the administration to a patient in need thereof of an effective
amount of at least a compound of formula (I) as defined previously.
5The invention also relates to a method for preventing tumor relapse and/or
solid tumor metastasis comprising the administration to a patient in need thereof of
an effective amount of at least a compound of formula (I) as defined previously.
Moreover the present invention further concerns a method for specifically
treating cancer stem cells and preserving normal stem cells ex vivo from a5
leukaemic or cancerous patient's tissue sample, comprising contacting said tissue
sample with at least one compound of formula (I) according to the invention.
 According to a particular embodiment, the compound of formula (I) is rutin
or derivative thereof.
As hereafter disclosed, such as compound may be extracted from10
Hammada scoparia.
Hammada scoparia is a medicinal plant already known for exhibiting anti-
cancer, anti-inflammatory and anti-oxidant properties (Ben Salah H, et al., Chem
Pharm Bull (Tokyo). 2002 Sep;50(9):1268-70).
Regarding rutin, which is a glycosylated flavonoid compound, it has only15
been disclosed in JP 9176011 for the treatment of cancer related with heat shock
protein and it has been shown to display anti-leukemic activity on a leukemic cell
line in vivo (Lin JP, et al., Leukemia Res. 2009; 33: 823-828).
DETAILED DESCRIPTION OF THE INVENTION:20
Definitions
As used herein
- “oside residue” refers to monosaccharide, disaccharide or
oligosaccharide and derivatives thereof like for example their deoxy derivatives25
and their products of oxidation like their related uronic compounds.
- "tumor," refers to an abnormal growth of tissue resulting from an
abnormal multiplication of cells. A tumor may be benign, premalignant, or
malignant {i.e., cancerous). A tumor may be a primary tumor, or a metastatic
lesion.30
- "cancer" and "cancerous" refer to or describe the physiological
condition in mammals that is typically characterized by unregulated cell growth.
6- "cancer stem cell(s)" refers to a cell that can be a progenitor of a
highly proliferative cancer cell. A cancer stem cell has the ability to re-grow a
tumor as demonstrated by its ability to form tumors in immunocompromised mice,
and typically to form tumors upon subsequent serial transplantation in
immunocompromised mice. Cancer stem cells are also typically slow-growing5
relative to the bulk of a tumor; that is, cancer stem cells are generally quiescent. In
certain embodiments, but not all, the cancer stem cell may represent
approximately 0.1 to 10% of a tumor.
-  "stem cell cancer" refers to cancer which have been found to include
cancer stem cells that drive the tumour growth and give rise to the variety of10
differenciated cells found in the malignancy. Examples of stem cell cancers of the
invention include brain cancer, head and neck cancer, breast cancer, prostate
cancer, colon cancer, ovarium cancer, skin cancer, hepatocellular cancer,
pancreas cancer, lung cancer and leukemia.  In a particular embodiment, the stem
cell cancer is a leukemia. In another particular embodiment, the leukemia is acute15
myeloid leukemia.
- “tumor metastasis” means the process by which the cancer spreads
from the place at which it first arose as a primary tumor to distant locations in the
body. The cancer resulting from the spread of the primary tumor. Metastasis
depends on the cancer cells acquiring two separate abilities – increased motility20
and invasiveness. Cells that metastasize are basically of the same kind as those in
the original tumor. If a cancer arises in the lung and metastasizes to the liver, the
cancer cells in the liver are lung cancer cells. However, the cells have acquired
increased motility and the ability to invade another organ. The ability to invade
another organ and to result with a metastasis showing morphological resemblance25
and similar gene expression profile to the primary tumor could reflect the unique
capacities of cancer stem cells to initiate and to drive tumor growth.
- “tumor relapse” occurs after a variable latency from subclinical levels
of residual disease, termed minimal residual disease, at the primary tumor site or
the secondary metastatic sites. There cancer cells have been maintained in a30
dormant state until their reactivation. Tumor recurrence is often with increased
aggressivity and is not always identical phenotypically to the original tumor. Tumor
relapse frequently leads to the death of the patients. Tumor relapse is supposed to
7occur from the cancer stem cells which have capacities of resistance to current
clinical treatments and to regrowth tumor.
- "patient", is intended for a human or non-human mammal affected or
likely to be affected with a condition associated with a tumor. Said patient is
preferably a human being.5
Compound of formula (I)
As stated previously, the compounds considered according to the invention




R1, R2 and R3 represent, independently one from the other, a hydrogen
atom, a saturated or unsaturated, linear or ramified C1-C4 alkyl group, an oside15
residue or derivatives thereof, with at least one of R1, R2 and R3 being obligatory
an oside residue or a derivative thereof.
The saturated alkyl group may be selected among the methyl, ethyl, n-
propyl, isopropyl, n-butyl, isobutyl and ter-butyl radicals.
The unsaturated alkyl group may be selected among the ethylenyl, n-20
propylenyl, isopropylenyl, n-butylène, isobutylenyl, and ter-butylenyl radicals.
More particularly, the alkyl group is in C1-C3 and in particular is a methyl
radical.
According to the invention, “oside residue” means radical issued from
carbohydrates formed from one or several monosaccharide components joined25
together.
As used herein “monosaccharide” refers to simple sugars, carbohydrates
which cannot be decomposed by hydrolysis. Examples of monosaccharide residue











8The term “hexose” refers to fructose, fucose, galactose, glucose, mannose,
thamnose and sorbose.
The term “pentose” refers to arabinose, ribose, xylose and xylulose.
As used herein, the term disaccharide encompasses reducing
disaccharides in which the monosaccharide components are bonded by hydroxyl5
groups and non reducing disaccharides in which the components bond through
their anomeric centers.
Such disaccharide radical may be selected in the group consisting of the
radicals sucrosyl, lactosyl, maltosyl, trehalosyl, cellobiosyl, gentobiosyl,
isomaltosyl, kojobiosyl, laminaribiosyl, melibiosyl, nigerosyl, rutinosyl and10
xylobiosyl.
As stated previously, the term oside residue also encompasses derivatives
of the previous saccharides like their deoxy related compounds and their oxidized
related compounds, like for example their uronic derivatives.
In a particular embodiment, R1 or R3 and more preferably R1 is an osidic15
residue.
In another particular embodiment, the radical(s) different from the osidic
residue are a hydrogen atom or a methyl group.
According to another specific embodiment, the osidic residue is a
monosaccharide or disaccharide.20
More preferably, the monosaccharide is a residue derivating from glucose
or rhamnose.
In another particular embodiment, the disaccharide is a residue issued from
rutinose.
Thus, according to a preferred embodiment, R1 means a radical rutinosyl in25




















9As stated previously, such a compound of formula (II), also called rutin, has
been characterized by the inventors as a H. scoparia flavonoid.
More particularly, the inventors demonstrated that H. scoparia extract, and
rutin, a H. scoparia flavonoid, have the capacities to specifically induce the5
cytotoxicity of adherent leukemic cells. Furthermore, as shown in the following
examples, mostly, leukemic or normal cells in suspension were not significantly
killed by the H. scoparia extracts.
Regarding rutin, it displayed also a cytotoxic effect specifically on adherent
leukemic cells. Interestingly, among twelve AML patients whose immature10
leukemic cells (phenotype CD34+38-) have been experimentated with rutin, six
were responsive with a specific decrease of cell survival upon adhesion. By
contrast with the injury of several leukemic cell lines and AML cells from patients,
adherent normal hematopoietic cells from bone marrow or blood were spared.
Specially, the immature pool (CD34+) of normal cells was increased upon15
treatment by rutin ex vivo whereas the immature pool (CD34+) of leukemic cells
from AML patient, supporting chemoresistance and risk of relapses, was
particularly injured. TThe cytotoxicity of H. scoparia flavonoids was at least
supported by apoptotic processes. Furthermore, the H. scoparia fractions #681
flavonoids-enriched, and rutin, inhibited GSK3! and Foxo3A, two anti-apoptotic20
signalling pathways.
Thus, as well as for the Parthenolide treatment proposed to eradicate LSCs
(Guzman ML, et al.. Blood. 2005 Jun 1;105(11):4163-9), the cytotoxicity of H.
scoparia flavonoids may involve pro-apoptotic mechanisms through the inhibition
of NF-"B (here GSK3!-dependent) and through the regulation of some specific25
reactive oxygen species.
Therapeutic application:
Accordingly, the inventors have demonstrated that the compound of formula
I may be specifically cytotoxic for adherent leukemic cells.30
Since it appears that cancer stem cells of other cancers than acute myeloid
leukemia also share the feature of adhesion, the present invention may be used
for cancer stem cells in general. In effect, adhesive interactions between cancer
10
stem cells and their environment are required to maintain stem cell capacities in
different types of stem cell cancer (Jin L. Et al., Nat Med 2006, 12:1167;
Hambardzumyan D. Et al., Genes Dev. 2008, 22:436; and Calabrese et al.,
Cancer Cell 2007, 11:69).
Indeed, there is increasing evidence that in other cancers, like in AML, the5
tumor clone is also maintained by the extensive proliferation and self-renewal of
rare cancer stem cells.
Said medicament/method avoids the generation of cancer cells issued from
cancer stem cells, in particular, leukaemic-cells.
Accordingly, the compounds according to the instant invention, and in10
particular the compound of formula (II) are particularly useful for the treatment of
leukemia, breast cancers, brain cancer, prostate cancer, colon cancer, head and
neck cancers, skin cancer, ovarius cancer, hepatocellular cancer, pancreas
cancer, and lung cancer.
15
As stated previously, the invention further relates to the use of a compound
of formula (I) according to the invention for the treatment of a stem cell cancer in
combination with another anti-cancer agent or another anti-cancer treatment.
As mentioned above, a differentiation therapy needs the use of a20
chemotherapy in order to eradicate cancer stem cells. The use of the compound of
formula (I), according to the invention, induce the alteration of leukaemic stem
cells, without the requirement of any chemotherapy.
According to the present invention, such compound of formula I would be
particularly useful in combination with standard therapy, in any clinical situation in25
which a strong response is expected from standard therapy, and in which,
nevertheless, relapses are frequent.
By “another anti-cancer treatment” is meant any other suitable treatment
approved for cancer treatment. In particular, said other anti-cancer treatment may
be selected from the group consisting of chemotherapy, surgery, radiotherapy,30
hormonotherapy, and/or immunotherapy.
In the case of chemotherapy, at least one chemotherapeutic agent may be
used selected from the group consisting of growth inhibitory agents (defined as
11
compounds or compositions which inhibit growth of a cell, either in vitro or in vivo)
and cytotoxic agents (defined as compounds or compositions which inhibits or
prevents the function of cells and/or causes destruction of cells).
In a particular embodiment of the invention, chemotherapeutic agents are
selected from the group consisting of: taxanes, topoisomerase II inhibitors, DNA5
alkylating agents, anti-metabolite, anti-tubuline, vinca alkaloids, intercalating
agents and platinium salts.
In a more particular embodiment of the invention, chemotherapeutic agents
are selected from the group consisting of: paclitaxel, docetaxel, doxorubicin,
epirubicin, daunorubicin, etoposide, bleomycin, tamoxifen, prednisone,10
dacarbazine, mechlorethamine, cisplatin, methotrexate, 5-fluorouracil,
anthracyclines, adriamicin, vincristine, vinblastine, etoposide, doxorubicin,
melphalan, mitomycin C, chlorambucil, daunorubicin, cyclophosphamide and
platinium salts.
Of course, any suitable combination of chemotherapeutic drugs may be15
used, depending on the type of cancer.
The figure 2B illustrates this combination between a standard therapy with
an antiproliferative agent (daunorubicin) and the cytotoxic action of H. scoparia
extract for adherent leukemic cells which show their synergic action. The toxicity of
daunorubicin was greatly increased by H. scoparia extracts and CAM-DR was20
abolished.
A compound of formula (I) according to the invention may be administered
at doses from approximately 200 mg to 1 g by day (adult 70 kg). The number of
cures may be increased or reduced and/or repeated (over time) to improve the25
efficacy of the medicament.
Since the compound of formula (I) is not toxic, its dosage may be easily
increased and adapted to the patient.
The production of the medicament may be in any suitable pharmaceutical
formulation, and particularly in the form of tablets, granules, capsules, powder30
forms, suspension, oral solutions, solutions for injection. Administration may be
preferably performed per os (oral administration).
12
The medicament, used according to the invention, may also further
comprise any suitable compound or excipient adapted to the desired formulation,
particularly any pharmaceutically inert vehicle.
The present invention is illustrated by the following examples, given for5
purely illustrative purposes, with reference to the following figures.
FIGURE LEGENDS:
Figure 1 : Flavonoid precipitation protocol from Hammada scoparia leaves.10
Figure 2 : Effect of aqueous extracts from Hammada scoparia towards
leukemic cells (U937, HL60, THP1, KG1, KG1a, TF1).
15
Figure 3 : Effect of the flavonoid Rutin on adherent leukemic cells.
Figure 4 : Effect of the flavonoid fraction of H. scoparia and rutin on GSK3




Leukemic cell lines U937, HL-60, TF1, THP1 and KG1, KG1a were
purchased from the German Collection of Microorganisms and Cell Cultures25
(Braunschweig, Germany) and grown in RPMI-1640 containing 10% or 20% (TF1)
FCS and Iscove's modified Dulbecco's medium (IMDM) containing 20% FCS,
respectively, in the presence of 100 units/mL penicillin/100 µg/mL streptomycin at
37°C and 5% CO2. Fresh AML cells were obtained from bone marrow of patients
upon informed consent, using Ficoll-Hypaque density-gradient centrifugation.30
Bone marrow samples contained more than 80% leukemic blasts after processing.
For in vitro experiments, blasts were resuspended in IMDM. All patients were
diagnosed according to WHO classification at the Hematology Department of
13
Toulouse University Hospital (France). Normal bone marrow CD34+ and CD34-
hematopoietic cells were harvested from healthy volunteers upon informed
consent and obtained after positive selection of CD34-expressing cells by the
means of immunomagnetic separation column (Miltenyi Biotech, Bergisch
Gladbach, Germany). Fresh blood samples were collected from healthy adult5
donors and PBMC (Peripheral Blood Mononuclear Cells) were prepared on a
Ficoll-Paque density gradient by centrifugation (800 g, 30 min at room
temperature). Collected CD34+/CD34- bone marrow cells and PBMC were finally
diluted in IMDM and RPMI 1640 media, respectively, supplemented with penicillin
and streptomycin.10
B- Scoparia extracts & chromatographic procedures
Leaves of H. scoparia (Chenopodiacea) were collected in southern Tunisia
in June 2006. Leaves of H. scoparia were extracted by incubation with H2O or
EtOH/H2O (1-9 v/v) under stirring for 24 h and then extracts were dried by15
lyophilisation. EtOH/H2O extract was mixed with CH2Cl2, and the residue was
treated with BuOH. The dried butanolic extract was used for flavonoids
precipitation assay (Fig. 1). Each fraction was then evaporated in a vacuum rotary
evaporator, weighted and kept in dark at 4°C until use.
20
C- Adhesion and cytotoxic assays
Adhesion assays were performed in 96-well plates coated overnight at 4°C
with 40 µg/mL of human fibronectin (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim,
Germany) in a final volume of 50 µL in PBS. Each well was blocked with 1% fatty
acid-free BSA in PBS, 1 h at room temperature and washed with PBS before25
seeding the cells. Cells were diluted at 3x105/mL overnight and then were serum
starved for 1 h at 1x106/mL, incubated or not with plant extract/fraction and purified
alkaloid or flavonoid compounds. Control assays were treated with corresponding
solvents (water, water/ethanol, DMSO) at a 1/100 dilution. Cells were then allowed
to adhere on fibronectin (105 cells/well) for 1 h at 37°C or maintained in30
suspension. In some experiments, both cells in suspension and adherent were
treated with 0.5 µM daunorubicin (DNR) (Laboratoire Roger Bellon, Neuillysur-
Seine, France) for 1 h at 37°C. At the end of the incubation period, cells were
14
washed and incubated in serum containing medium for 24 h at 37°C. Cell viability
was then quantified by methyl thiazolyl tetrazolium (MTT) assay (Sigma) or by the
Annexin V-FITC detection kit from BD PharMingen. Experiments were performed
in triplicate and results were evaluated as the percentage of surviving cells
compared to the control group.5
D-Electrophoresis and Western blotting
For Western blot, 0.5 x 106 cells were reduced in Laemmli sample buffer,
sonicated for 6 s, and boiled for 3 min. Proteins were then resolved on SDS-PAGE
and transferred to nitrocellulose membrane (Hybond-C Super, Amersham10
Pharmacia Biotech). Saturation of the membrane was done for 1 h in TBS with
Tween 0.05% (TBS-T) containing 5% milk. Membranes were blotted with proper
antibodies overnight at 4°C, washed twice with TBS-T, and incubated for 1 h with
horseradish peroxidase–coupled secondary antibody (Cell signalling). After three
additional washes, detection was achieved with Pierce Supersignal15
chemiluminescent substrate (Pierce). Antibodies used were anti-GSK3! (BD
Transduction Laboratories), anti-phospho Ser9 GSK3! (Biosource International),
anti-Akt1/Akt2 (Santa Cruz Biotechnology), anti-phospho-Ser473-Akt (Cell
Signaling Technology), anti–Foxo3A, anti-phospho-Thr32Foxo3A, anti-MnSOD, all
from Upstate.20
EXAMPLE 1
Cytotoxicity of aqueous extracts from H. scoparia towards adherent
leukemic cells
25
Aqueous extracts were prepared from dried H. scoparia leaves and serial
dilutions were assayed for cytotoxicity over leukemic cells either in suspension or
in adhesion following CAM-DR protocol.
More specifically, aqueous extracts from Hammada scoparia are cytotoxic
for leukemic cells.30
As shown in Fig.2A, pretreatment of leukemic cells U937 with aqueous
extracts from H. scoparia (water or ethanol 1/water 9 v/v) induced a dose-
15
dependent cytotoxicity of adherent U937 (40-50% decrease of survival). The
survival of leukemic cells in suspension was not significantly affected.
The cytotoxicity induced by daunorubicin treatment was strongly increased
by the H. scoparia aqueous extract both in suspension and in adherent conditions
(Fig. 2B). The cell protective effect confered by adhesion (CAM-DR) was5
abrogated by the pretreatment of cells with the H. scoparia extract. Different
leukemic cell lines and normal hematopoietic cells were tested, and most leukemic
cell lines displayed stronger sensitivity to the treatment with the H. scoparia
aqueous extract in adherent conditions (Fig. 2C). Nevertheless, the highly
chemoresistant cell line KG1a remained unchanged by the treatment with the H.10
scoparia extract as above. Normal hematopoietic cells from peripheral blood
(PBMC) have not displayed a strong cytotoxic response to the plant extract
treatment (Fig. 2C). It should be noted that, in all conditions, adhesion capacities
of leukemic cells were unaffected by the treatment with H. scoparia extracts (not
shown).15
EXAMPLE 2
Effects of flavonoid-enriched fractions from Hammada scoparia on
cell survival of U937 and of PBMC
20
Further separation of the H. scoparia aqueous extract by butanol (BuOH)
extraction step provided the WEB extract as described for Fig.1. The extract
obtained with butanol (but not with dichloromethane, not shown) displayed strong
cytotoxic effects on adherent cells in our assays. Precipitation of flavonoids was
then realized as described in the Material and Methods section allowing the25
obtention of two flavonoid-enriched fractions #680 and #681 (Fig.1).
Effects of flavonoid-enriched fractions from Hammada scoparia on cell
survival of U937 and of PBMC





The #681 fraction induced cell death of adherent leukemic cells  (Table I)
whereas the #680 fraction was cytotoxic for both leukemic cells in adhesion or in
suspension (not shown). Initial concentration of #681 fraction: 10mg/mL.
By contrast, PBMC were not killed by the #681 fraction treatment (Table II).
Furthermore and as stated in following table III, effects of the flavonoid-10
enriched #681 fraction from Hammada scoparia has also been listed on cell
survival of normal hematopoietic and leukemic cells from patients.
In this further experiment, flavonoids were precipitated from aqueous
extract of H. Scoparia as described in Fig. 1. The #681 flavonoid-enriched fraction
was then incubated at different dilutions with leukemic or normal hematopoietic15
(CD34+) cells from patients before adhesion onto fibronectin. Cells survival was
measured by Annexin V/PI labelling at 24h after serum addition. Data submitted in
the following table III are representative of two independent experiments and
expressed as % of respective control in adhesion or in suspension. Initial
concentration of #681 fraction: 10mg/mL.20
Flavonoid fraction Dilution Cell survival (%)
Suspension Adhesion
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Interestingly, leukemic cells from AML patients were efficiently killed in
adhesion whereas normal immature hematopoietic cells (CD34+) were not5
significantly sensitive to the #681 treatment (Table III).
EXAMPLE 3
Characterization of the flavonoids present in the H. Scoparia and of
their respective effect on adherent leukemic cells10
Analysis of the #681 extract by TLC suggested that its composition was a
mixture of flavonoids and of few alkaloids (not shown). Close examination of the
MS and MSn spectra obtained from the LC-UV profile confirmed the presence of
two groups of naturally occurring derivatives: alkaloids and flavonol glycosides.15
Comparison with the published chemistry of H. scoparia (Ben Salah H, et al. Chem
Pharm Bull (Tokyo) 2002 Sep;50(9):1268-70; Benkrief R, et al. Annales
Pharmaceutiques Françaises 1990;48(4):219-224; El-Shazly A, et al. Zetzchrift
Fur Naturforschung C-a Journal of Biosciences 2003;58(7-8):477-480; El-Shazly
AM, et al. Pharmazie 2005;60(12):949-952) led to the identification 14 compounds20
(9 alkaloids and 5 flavonol glycosides). Thus, the alkaloid part of the
chromatogram revealed the presence of six tetrahydroisoquinoline derivatives
(salsolinol, isosalsoline, N-methylisosalsoline, salsolidine, carnegine and N-
methylcorydaldine) ever described in H. scoparia by Benkrief et al. (Benkrief R, et
al. Annales Pharmaceutiques Françaises 1990;48(4):219-224) and El-Shazly et al.25
in 2003 (El-Shazly A, et al. Zetzchrift Fur Naturforschung C-a Journal of
Biosciences 2003;58(7-8):477-480), tryptamine and N-methyltryptamine also
described in (Benkrief R, et al. Annales Pharmaceutiques Françaises










1990;48(4):219-224) and a newly detected alkaloid in Hammada, norsynephrine.
In the flavonoid part of the chromatogram, three isorhamnetin glycosides and two
quercetol glycosides were detected. The presence of isorhamnetin 3-O-!-D-
xylopyranosyl-(1"'->3"')-"-Lrhamnopyranosyl-( 1"'->6"')-!-D-galactopyranoside and
Isorhamnetin-3-O-!-D-robinobioside, ever been described in (Ben Salah H, et al.5
Chem Pharm Bull (Tokyo) 2002 Sep;50(9):1268-70) and (Benkrief R, et al.
Annales Pharmaceutiques Françaises 1990;48(4):219-224) respectively, has been
confirmed. In contrast, close examination of MS-MS spectra structures led to the
identification of quercetin-xylose-rhamnose-galactose, quercetin-rhamnose-
glucose commonly called rutin and isorhamnetin-xylose-galactose.10
The anti-leukemic activity of N-methylisosalsoline, tryptamine,
norsynephrine and rhamnetin has been checked in vitro but none of these
compounds displayed a specific proapoptotic effect on adherent U937 cells (not
shown).
By contrast, the flavonol glycoside rutin showed qualitatively a similar15
cytotoxicity to the #681 fraction on leukemic adherent cells (Fig. 3A). Of note,
addition of rutin or of #681 fraction to U937 cells already adherent onto fibronectin
is still able to trigger cell death (-30%, not shown). Also, rutin killed efficiently HL-
60 and KG1 cell lines (Fig. 3B). Importantly, adherent cells from AML patients
were mostly injured by rutin treatment and adherent immature leukemic cells20
(CD34+) were strikingly committed to apoptosis by contrast with normal CD34+
cells (Fig. 3C).
Thus, these results suggest that the specific cytotoxic activity of H. scoparia
extracts against adherent leukemic cells could be partially supported by rutin.
19
EXAMPLE 4
Effect of the flavonoid fraction of H. scoparia and rutin on GSK3! and
Foxo3A activities in adherent leukemic cells
The GSK3! activation is critical to confer a survival advantage to adherent5
leukemic cells compared to cells in suspension (De Toni F, et al.. Oncogene. 2006
May 25;25(22):3113-22).
Accordingly, the phosphorylation state of GSK3! was checked after
treatment of U937 cells with the flavonoid-enriched fraction #681 and rutin. For
that, an antibody specific for inactive GSK3! (GSK3 phosphorylated at serine 9, P-10
ser9 GSK3!) was used.
Flavonoid-enriched extractfrom Hammada scoparia and rutin regulate the
phosphorylation state of GSK3! and Foxo3A.
The data show that at 1h adhesion, P-ser9 GSK3! was clearly increased in
U937 cells by the #681 fraction, or rutin, compared to the controls. In the same15
time, the active form of Akt (P-ser473 Akt), a kinase of ser9 GSK3!, was
increased. Hematopoietic cells are known to be very sensitive to oxidative stress
and the transcriptional factor Foxo3A protects them. Since flavonoids are redox
regulators, the influence of #681 fraction, and rutin, on Foxo3A was studied. Using
an antibody  specific for inactive Foxo3A (P-thr32 Foxo3A), Foxo3A was found20
inhibited  in conditions of flavonoid treatment (#681 fraction and rutin). By contrast,
the inactive form of Foxo3A was decreased in untreated cells. Moreover, upon
#681 fraction treatment, the Foxo3A inhibition was correlated with a slight




1. Compound of formula (I)
5
Wherein
R2 and R3 represent, independently one from the other, a hydrogen atom, a
saturated or unsaturated, linear or ramified C1-C4 alkyl group, an oside residue or
a derivative thereof,10
with R1 being obligatory an oside residue from the group consisting of the
monosaccharide, disaccharide, oligosaccharide radicals and derivatives thereof,
and its salts, optical and geometric isomers, solvates or derivatives,
as selective cytotoxic agent for cancer stem cells.
2. The compound of claim 1, wherein R1 is a disaccharide radical in15
particular selected in the group consisting of the radicals sucrosyl, lactosyl,
maltosyl, trehalosyl, cellobiosyl, gentobiosyl, isomaltosyl, kojobiosyl,
laminaribiosyl, melibiosyl, nigerosyl, rutinosyl and xylobiosyl.






























4. The compound according to anyone of claims 1 to 3 for use in the
prophylaxis or treatment of diseases mediated by cancer stem cell.
5. The compound according to anyone of claims 1 to 3 for use in the
treatment of a cancer selected from the group consisting of leukemia, lymphoma,
breast cancer, brain cancer, prostate cancer, colon cancer, head and neck5
cancers, skin cancer, ovarius cancer, hepatocellular cancer, pancreas cancer, and
lung cancer.
6. The compound of anyone of the previous claims 4 and 5 for the
treatment of acute myeloid leukaemia.
7. The compound according to anyone of claims 1 to 6 for use in10
preventing tumor relapse in a patient.
8. The compound according to anyone of claims 1 to 7 for use in
preventing solid tumor metastasis in a patient.
9. A pharmaceutical composition comprising an effective amount of a
compound according to anyone of claims 1 to 3 in combination with at least one15
secondary chemotherapeutic agent.
10. The pharmaceutical composition according to the previous claim
wherein the secondary chemotherapeutic agent is selected in the group consisting
of: paclitaxel, doxyrubicin, vinblastine, vincristine, vinorelbine, topotecan,
carboplatin, cisplatin, permetrexed, irinotecan, gemcitabine, gefitinib, erlotinib,20











The present invention relates to therapy of stem cell cancer and more
specifically against acute myeloid leukaemia. The present invention more precisely
deals with the use of heterosidic flavonoid derivatives and in particular rutin, a
derivative thereof for the treatment of stem cell cancer specifically acute myeloid
leukaemia for preventing tumor relapse in a patient and/or for preventing solid15
tumor metastasis in a patient
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a b s t r a c t
Defining the impact on health of exposure to a low-dose pesticide mixture via food intake is a topical
question since epidemiological studies suggest that thismay increase the risk of pathologies and particu-
larly haematopoieticmalignancies. Herewe investigatedon thehaematopoietic systemofmice, the effect
of a mixture of six pesticides frequently ingested through the intake of fruits and vegetables produced in
France (alachlor, captan, diazinon, endosulfan,maneb,mancozeb). Themixturewas administered repeat-
edly by gavage to mice for 4 weeks at levels derived from the human Acceptable Daily Intake (ADI) level
adapted to the mean weight of mice. Using a NMR-based metabonomic approach, we show that this
treatment led to specific gender-linked variations in the level of hepatic metabolites involved in oxida-
tive stress and in the regulation of glucosemetabolism, indicating ametabolic signature for this repeated
administration. Interestingly, exposure to the low-dose pesticide mixture induced significant changes in
the blood cell counts with modifications in the clonogenic and differentiating capacities of haematopoi-
etic progenitors showing abnormalities in the granulocytic and monocytic lineages in female and male
mice, respectively. From a molecular point of view, the changes induced by the pesticide treatment cor-
related with modifications of the PI 3-kinase/Akt signalling pathway, the tyrosine kinase Pyk2 and the
c-Myc transcription factor, which are involved in the balance between self-renewal and differentiation
of haematopoietic stem cells. Our results point to a significant effect of a very low dose of a mixture
of commonly used pesticides on mice metabolism and haematopoietic system with major differences
between males and females.
© 2009 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.
1. Introduction
Haematopoietic cancers are heterogeneous diseases such as
lymphoma,myelomaand lymphoblastic ormyeloblastic leukaemia
(acute and chronic) which originate either from bone marrow
Abbreviations: AML, acute myeloid leukaemia; BFU-E, burst forming
unit-erythrocyte; BSA, Bovine Serum Albumin; CFU-GM, colony forming unit-
granulocyte macrophage; CFU-M, colony forming unit-macrophage; FBS, Foetal
Bovine Serum;GSK3!, Glycogen SynthaseKinase3!; LDA, LinearDiscriminantAnal-
ysis; LDM, low dose mixture; MRL, maximal residue level; NHL, non-Hodgkin’s
lymphoma; NMR, nuclearmagnetic resonance; PCA, Principal Component Analysis;
SDS-PAGE, SDS-polyacrylamide gel; WBC, white blood cells.
∗ Corresponding author at: INRA, ENVT, UMR1089 Xénobiotiques, 180 Chemin
de Tournefeuille, BP93173, F-31027 Toulouse Cedex 3, France.
Tel.: +33 561 285 383; fax: +33 561 285 244.
E-mail addresses:maysalounm@hotmail.com (M. Merhi),
demur.c@chu-toulouse.fr (C. Demur), claire.racaud@inserm.fr (C. Racaud-Sultan),
jessica.bertrand@hotmail.fr (J. Bertrand), ccanlet@toulouse.inra.fr
(C. Canlet), blas@toulouse.inra.fr (F.B.Y. Estrada), lpayrast@toulouse.inra.fr,
Laurence.Payrastre@toulouse.inra.fr (L. Gamet-Payrastre).
or lymph nodes. These cancers are characterized by genetic
anomalies that affect the proliferation, survival and differentia-
tion of haematopoietic progenitors or haematopoietic stem cells
(Gilliland, 2002; Kelly and Gilliland, 2002; Gilliland et al., 2004).
Besides the etiological factors identified as being involved in the
initiation and development of diseases such as immunodeficiency
(Grulich and Vajdic, 2005), viral infections (de Sanjose et al., 2007),
and genetic disorders (Rudant et al., 2007;Wang et al., 2007), envi-
ronmental factors arebelieved toplayakey role in thedevelopment
of malignant haemopathies (Descatha et al., 2005; Yu et al., 2007).
Among environmental contaminants, pesticides are of major
concern for public health (Bhat, 2008; Clapp et al., 2008). Hardell
and co-workers were among the first to propose a link between
exposure to phenoxy herbicides and the emergence of lymphoma
(Hardell, 1993). Thereafter, many epidemiological studies were
conducted in populations exposed to pesticides (for a review
see Alavanja et al., 2004). Although a clear correlation has been
established between agricultural practices and the occurrence of
haematological malignancies (Alavanja et al., 2004), a specific link
with the use of pesticides is not always observed. Nevertheless,
0300-483X/$ – see front matter © 2009 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.tox.2009.10.024
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in a recent meta-analysis, we showed a significant relationship
between professional exposure to pesticides and the risk of devel-
oping haematopoietic malignancies, particularly non-Hodgkin’s
lymphoma (NHL) (Merhi et al., 2007). Moreover, Van Maele-Fabry
et al. (2008) also confirmed this correlation for myeloid leukaemia.
In AML (acute myeloid leukaemia) patients professionally exposed
to pesticides or organic solvents, the clinico-biologic characteris-
tics are similar to the features of AML arising in patients with prior
chemotherapy for another tumour, thus suggesting that similar
transformation pathways may underlie leukemogenesis induced
by cytotoxic drugs and by environmental exposure to certain pes-
ticides or organic solvents (Cuneo et al., 1992; Fagioli et al., 1992).
Haematopoiesis is the formation of blood cellular components
from haematopoietic stem cells and is located in bone marrow.
This process has a very high level of continuous replacement of
specialized cells. This implies a tremendous number of mitoses
and increased risk of mutations. The bone marrow also contains
fat tissues that have a high storage capacity and may accumu-
late lipophilic compounds resulting in continuous exposure of
haematopoietic progenitors and dendritic cells to xenobiotics.
The capacity of the haematopoietic tissue to respond quickly
to increased demand for mature cells as well as the complexity
of the system renders the tissue sensitive to exogenous agents.
Indeed, damage has been reported to the haematopoietic system
of mice exposed to a mixture of ground water contaminants or
heavy metals (Germolec et al., 1989; Hong et al., 1991; Hong and
Boorman, 1993; Jadhav et al., 2006).
The realistic scenario of the exposure of the general population
to pesticides through food intake usually consists in a combina-
tion of manymolecules, as described in the document “Monitoring
of pesticide residues in products of plant origin in the European
Union, Norway Iceland and Liechtenstein” (Member States of the
EU, 2008). The doses for the consumer can be estimated to be gen-
erally below the European Acceptable Daily Intake (ADI), derived
from toxicological studies performed on laboratory animals.
The aim of this study was to investigate whether the repeated
exposure of mice to a mixture of pesticides, at doses at which
consumers may be exposed through food intake, can have an
impact on haematopoiesis and hepatic metabolism. The selec-
tion of the pesticides making up the mixture was based on (1)
their occurrence in widely consumed fruits and vegetables in
France (INCA investigations (AFSSA, 1999)) and (2) their link with
haematopoietic diseases in epidemiological studies focused on
occupational exposure to pesticides (Mills, 1998; McDuffie et al.,
2001; Sekine et al., 2004; Beane Freeman et al., 2005; Mills et al.,
2005; Thorpe and Shirmohammadi, 2005). The mixture consisted
of six pesticides (alachlor, mancozeb, endosulfan, captan, diazinon,
maneb)1 at levels extrapolated from their Acceptable Daily Intake
(ADI) as defined by the Joint FAO/WHO Meeting on Pesticide
Residues (JMPR, 2005) and extrapolated to the mice on the basis
of mean body weight values. This combination of pesticides was
administered tomice repeatidely by gavage for a period of 4weeks.
As in other published works (Pelletier et al., 2009; Perez-Carreon
et al., 2009; Bebe and Panemangalore, 2009; Lodovici et al., 1997;
Dolara et al., 1993; Hong et al., 1991; Germolec et al., 1989 etc.)
only the mixture was tested, as enough data are available in the
literature showing the innocuousness of each individual pesticide
at these doses (AFSSA, 2005).
Monitoring the weight of organs of treated animals led us
to perform NMR analyses of mouse liver extracts in order to
find metabolic biomarkers of exposure to the pesticide mix-
ture. Then both functional aspects and molecular mechanisms
1 http://www.uvp5.univ-paris5.fr/TELETOX/TELMENU.asp.
of haematopoiesis were investigated. In addition to conventional
evaluation of peripheral blood cells, in vitro clonogenic assayswere
used to detect potential changes in the functionality of bone mar-
row myeloid progenitors. Using a sensitive antibody microarray
approach and Western blotting, we also investigated whether the
pesticide treatment could alter cell signalling mechanisms in pro-
genitor cells (Sca-1+).
2. Materials and methods
2.1. Reagents
Pesticideswere purchased from Fluka (Riedel deHaën, France) andwere diluted
in DMSO [final concentration [0.025%]] and stored at 4 ◦C during experimentation.
The mixture was prepared extemporaneously by combining the six pesticides at
levels calculated from their Acceptable Daily Intake (ADI) as defined by the Joint
FAO/WHO Meeting on Pesticide Residues (JMPR, Geneva, 2005) (see Table 1) and
extrapolated to the mice on the basis of mean body weight values. Finally, at each
gavage, each mouse received a suspension of 1% hydroxypropylmethylcellulose in
distilled water containing either DMSO or the mixture i.e. alachlor (0.01!g), cap-
tan (2!g), diazinon (0.004!g), endosulfan (0.12!g), mancozeb (1!g) and maneb
(1!g), called low-dose mixture (LDM) in this study. Information on the toxicity of
each pesticide in the mixture was obtained from Agritox2 or ExToxNet.3
2.2. Animals
Ten-week-old female andmale C57 BL/6J mice were purchased from Janvier (Le
Genest-Saint-Isle, France). Mean body weights were 20 and 24g for females and
males, respectively. Pesticides were administered by oral gavage (n=5) three times
per week for a period of 4 weeks. Experiment was repeated four times and in each
experiment, animal groups (4 groups: female- and male-treated with the low-dose
mixture (LDM) of pesticides, or untreated-male and -female) were each composed
of four animals. The group ofmatched controlswas treatedwith the vehicle (DMSO).
Daily food consumption was monitored and the body weight of animals was mea-
sured once aweek. At the end of the experiment, animalswere sacrificed by cervical
dislocation and the weights of the spleen, liver and kidneys were recorded. In addi-
tion, blood samples were taken from the facial artery of each animal and added to
an EDTA-containing glass vial (Multivette® , SARSTED, Germany). Haematological
parameters were recorded using an automated Haematology Device.
2.3. Isolation of murine bone marrow cells
After sacrifice, the femurs and tibias were isolated and cleaned. Bone marrow
cells were obtained by flushing the marrow cavities with phosphate buffer saline
(PBS) supplemented with 2% Foetal Bovine Serum (FBS) and antibiotics (100U/ml
penicillin and 100mg/mL streptomycin). All the bone marrow cells from the same
animal group were pooled and filtered through a 30!m Nylon mesh sterile filter
(Pre-separation filters, Miltenyi Biotech) and counted using a Malassez counting
chamber (in Trypan blue and in 3% acetic acid methylene blue; Stemcell Technolo-
gies). After centrifugation at 250g for 10min at 20 ◦C, the cell pellet was suspended
in 1ml Iscove’s MDM supplemented with 2% FBS (IMDM+2%FBS, Stemcell Tech-
nologies).
2.4. Colony-forming assay of murine burst forming unit-erythrocyte (BFU-E),
colony forming unit-granulocyte macrophage (CFU-GM) and colony forming
unit-macrophage (CFU-M)
Bone marrow cells were prepared at 105 cells/mL in IMDM+2% FBS and were
added (at 10%) to Methocult® Media, then plated in triplicate in 35mm culture
dishes (Stemcell Technologies, France) and incubated for 14 days in a humidified
incubator at 37 ◦C and 5% CO2. BFU-E, CFU-GM and CFU-Mwere scored as described
byother authors (Nissen-Drueyet al., 2005) after 14daysof cultureusingan inverted
microscope with 100× magnification by one of the authors who is an expert in
haematology and cytology (Dr. Demur, CHU Purpan, Toulouse).
2.5. Analysis of clonogenicity and differentiation of bone marrow
Colony counting, as described above, indicates only the number of progenitors
of each lineage able to grow in the culture medium but cannot provide information
on the number of cells in the colonies (from 50 to several hundred) nor predict
the number of each type of differentiated cell. Thus to determine the percentage of
cells in the different maturation steps, the colonies were harvested after counting
and dissociated into single cell suspensions in 2mL PBS. Cells from triplicates were
pooled in plastic tubes and centrifuged at 1500 rpm for 5min at room temperature.
2 http://www.dive.afssa.fr/agritox/index.php.
3 http://extoxnet.orst.edu/.
82 M. Merhi et al. / Toxicology 267 (2010) 80–90
Table 1
Value of ADI and NOAEL and target organs of the tested pesticides defined in the “monograph and evaluation of pesticide” of the Joint FAO/WHO Meeting on Pesticide
Residues (JMPR, 2005) and bibliographic references (ref. = number of the reference in the list below the table) of pesticides effects on either oxidative stress, DNA, apoptosis

















Alachlor 0.0005 1 Liver, spleen, kidney,
iris lung
(1) (2) (15) (23,26) (2)
Diazinon 0.002 2.5 No available Data (4) (8) (16) (4) (4)
Endosulfan 0.006 0.6 Kidney, liver, blood,
parathyroid gland
(5) (9) (18) (25,26) (5)
Maneb 0.05 11 Thyroid, kidneys, heart (7) (10) (19,20) (26) (12,13)
Mancozeb 0.05 4.08 Thyroid (14) (12;14) (21,22) (27;28) (14)
Captan 0.1 11 kidneys (3) (11) (19) ND ND
(1) Burman et al., 2003, (2) Grizard et al., 2007, (3) Suzuki et al., 2004, (4) Slotkin and Seidler, 2009, (5) Ahmed et al., 2008, (6) Domico et al., 2007, (7) Ahmad et al., 2008, (8)
Cakir and Sarikaya, 2005, (9) Liu et al., 2009, (10) Osaba et al., 2002, (11) Mouchet et al., 2006, (12) Khan and Sinha, 1994, (13) Fei and Ethell, 2008, (14) Calviello et al., 2006,
(15) Lee et al., 2004, (16) Beane Freeman et al., 2005, (18) Petri et al., 2006, (19) Mills et al., 2005, (20) Whalen et al., 2003, (21) McDuffie et al., 2001, (22) Mills, 1998, (23)
Ohnishi et al., 2008, (25) Sekine et al., 2004, (26) Xue et al., 2005, (27) Cecconi et al., 2007, (28) Subramoniam et al., 1991.
Pelletswere then suspended in PBS at a final concentration of 105 cells/mL andwere
centrifuged using a cytocentrifuge (Shandon® Cytospin® , Thermo Scientific, France)
for 10min at 800 rpm to obtain a smear. Slides were air-dried overnight and stained
with May-Grünwald-Giemsa (Merck, Germany) (Slide Stainer RSG-61 from Bayer).
The morphological features of the cells were examined by light microscopy (Leica
DM 2000) and the percentage of each type of cells was determined.
2.6. Selection of Sca-1+ murine progenitors
After isolation, bone marrow cells were centrifuged at 300× g for 10min at
20 ◦C and the pellet was suspended in 100!L of PBS supplemented with BSA (0.5%)
and EDTA (2mM). To sort Sca-1+ cells, cells were first stained with a Phycoerythrin
(PE)-conjugated anti-mouse Sca-1(Ly-6A/E) (from e-Bioscience, France), then mag-
netically labelled with an anti-PE microbeads (Miltenyi Biotech, France) and finally
placed inamagneticfield (MACSseparator,MiltenyiBiotech) to separate the labelled
(Sca-1+) from the unlabelled fraction. All incubations were performed at 4 ◦C. The
quality and rate of PE-labelled Sca-1+ cells were monitored by flow cytometry and
used for subsequent analysis of antibody microarrays and immunoblotting.
2.7. Antibody microarrays
The PanoramaTM Antibody Microarray Cell Signalling kit (CSAA1-1KT,
Sigma–Aldrich,4 France) composed of 224 highly specific antibodies spotted on
nitro-cellulose coated glass slides was used according to themanufacturer’s recom-
mendations. For this study, a dye-swap staining method was used. Briefly, proteins
were extracted from Sca-1+ cells selected from each group of animals and split
into two equal portions. A dual fluorescent labelling assay was performed using
either NHS ester-activated monofunctional reactive Cy3 or Cy5 dyes (PA23001
and PA25001, Amersham Biosciences). The differentially labelled control and test
samples were added at equal protein concentrations (quantified by the Bradford
method) (1!g/mL) to the Array Incubation buffer (supplied in the Sigma Kit). The
resulting solution was mixed, added to the slide and incubated for 40min in the
dark. After washing, slides were scanned using a GenePix Personal 4000B scan-
ner (Axon Instruments). Scanned images were linked to the protein list from the
Sigma Kit and spots were detected and quantified using the GenePix Pro software
package (version 6.1). All spots were manually reviewed. Further analysis was per-
formed using the BioPlot web service hosted by the “Biopuces” platform (Toulouse
Genopole, INSA/DGBA, Toulouse, France). Initial normalization of the microarrays
was based on total mean intensity after subtraction of local background. Subse-
quently, data were transferred to an Excel worksheet (Microsoft Office Excel 2003)
and an Internally Normalized Ratio (INR) was calculated by computing
√
R1/R2 (R1
and R2 representing Cy5/Cy3 ratios from the two slides). The log value of this INR
was calculated for each antigen and then the total mean of log (INR) was considered
as the reference value allowingus to identify up- anddown-regulatedproteins. A log
value (INR)≥ (totalmeanvalue +2× (StandardDeviation)) indicatedwithhighprob-
ability that the corresponding proteinwas up-regulated. Conversely, a value≤ (total
mean value−2× (Standard Deviation)) determined a significantly down-regulated
protein in treated samples compared to controls.
2.8. Western blotting
For Western blotting (0.5–1)×106 Sca-1+ cells, washed in PBS, were denatured
in Laemmli sample buffer. After sonication for 10 s and boiling for 10min, proteins
(20–40!g) were separated in SDS-polyacrylamide gel (SDS-PAGE) and transferred
4 www.sigmaaldrich.com/sigma/general%20information/csaa1inf.pdf.
onto nitro-cellulose membrane (Hybond-C super, Millipore). The membrane was
blocked in Tris-buffered saline (TBS) containing 5% fat-freemilk for 1h at room tem-
perature. The proteins were detected by incubating overnight at 4 ◦C with GSK3"
(Glycogen Synthase Kinase3") (BD Transduction Laboratories), P(S9)GSK3"Akt and
P(S473)Akt (Cell Signalling Technology, France) primary antibodies in TBS sup-
plemented with 0.1% Tween, 3% fat-free milk and 3% BSA (Euromedex, France).
After washing, the membrane was further incubated for 1–2h at room temper-
ature with either anti-mouse or anti-rabbit IgG secondary antibodies coupled to
horseradish peroxidase. Detection was by chemoluminescent probe (SuperSignal,
Amersham Pharmacia Biotech, France). The blots were quantified with the Gene
tools (Syn Gene Software). Statistical analysis was performed by non-parametric
analysis of unpaired values, differences greater than 0.05 were considered as signif-
icant (*p<0.05).
2.9. Metabonomic studies
2.9.1. Sample preparation for 1H spectroscopy
The organ extractionmethodused here,which derives from the Folch procedure
(Folch et al., 1951) is adapted from the method described by Waters et al. (2002).
Samples of liver tissue (∼100mg) were homogenized with a Polytron PT 2100 in
2mL acetonitrile/H2O (50/50, v/v) containing 0.1% butylated hydroxytoluene (BHT)
in an ice-water bath. The homogenates were centrifuged at 5000× g for 10min at
4 ◦C and the supernatants were removed and lyophilized. The resulting powders
were reconstituted in 600!L of deuterium oxide (D2O) and extracted with 2mL
chloroform/methanol (75/25, v/v) and finally centrifuged (5000× g for 15min at
4 ◦C). The lipophilic supernatants were dried under a stream of nitrogen and recon-
stituted in 600!L of deuterated chloroform (CDCl3). The reconstituted solutions
were transferred to NMR tubes.
2.9.2. 1H nuclear magnetic resonance (NMR) analyses
All 1H NMR spectra were obtained on a Bruker DRX-600 Advance NMR spec-
trometer operating at 600.13MHz for 1H resonance frequency using an inverse
detection 5mm 1H–13C–15N cryoprobe attached to a CryoPlatform (the pream-
plifier cooling unit). The 1H NMR spectra of liver extracts were acquired at 300K
using the standard 1H pulse sequence, accumulating 128 free induction decays into
32K data points with a relaxation delay of 2 s. A 12ppm spectral width was used.
The data were apodized with an exponential function using a line broadening of
0.3Hz prior to Fourier transformation. To confirm the chemical structure of inter-
estingmetabolites, 2D·1H–1H·COSY (CorrelationSpectroscopy) and2D1H–13CHSQC
(Heteronuclear Single Quantum Coherence Spectroscopy) NMR experiments were
performed on selected samples. For the 1H–1H COSY NMR experiment, a total of
32 transients were acquired in 4096 data points. A total of 256 increments were
measured in F1 using a spectral width of 10ppm and an acquisition time of 0.28 s.
The data were weighted using a sine-bell function in t1 and t2 prior to Fourier trans-
formation (FT). 1H–13C HSQC NMR spectra were collected on selected samples with
1H detection. A relaxation delay of 2.5 s was used between pulses, with a refocus-
ing delay equal to 1/41JC–H (1.78ms). A total of 2048 data points with 64 scans per
increment and 512 experimentswere acquiredwith spectral widths of 10ppm in F2
and 180ppm in F1. The data were multiplied by a shifted Qsine-bell function prior
to FT.
2.9.3. Data reduction and multivariate statistical analyses
All NMR spectra were phased and baseline corrected, then data reduced using
AMIX (version 3.8, Bruker, Analytik) to integrate 0.04ppm wide regions corre-
sponding to the region ı 10.0–0.5ppm. For the NMR spectra of aqueous extracts,
the region ı 5.1–4.7ppm, which includes the water resonance, and the region
containing a residual acetonitrile signal (ı 2.1–2.0ppm) were excluded. For the
lipophilic extracts, the regions ı 7.5–6.8ppm (chloroform) and ı 3.6–3.3ppm
(residual methanol) were also excluded. The area of each segmented region was
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calculated, and the integral values contributed to an intensity distribution of the
whole spectrum. All remaining regions of the spectra were then scaled to the total
integrated area of the spectra to reduce any significant differences in concentra-
tion.Multidimensional statistical analyses ofNMRdatawereperformedonvariables
as published previously (Dumas et al., 2002). Unsupervised (Principal Component
Analysis, PCA) and supervised factorialmethods (Linear Discriminant Analysis, LDA)
were employed to explore the main observed NMR data sets. Both methods reduce
the dimension of the initial data sets by projecting the samples on latent variables
which are combinations of the initial NMR variables. Principal Component Analysis
(PCA) that assumes no previous knowledge of sample class was performed in the
first stage to reveal any aberrant individual samples. Then, to maximize separation
between groups, Linear Discriminant Analysis (LDA) was performed by using the
“group” factor, i.e. a combination between genders and pesticide treatment factors,
as a dummyvariable. Prior to LDAanalysis, redundant variableswere removedusing
a one-way ANOVA-based filtration using the factor “group”. This preliminary step
was carried out to remove non significant variables with a threshold p value at 0.01.
All statistical analyses were performed using an R 2.7.0 statistical environment.
The R software and the packages used in this work were downloaded free from the
Web Site (http://www.r-project.org).
2.10. Statistical analysis
Results of organ weights were expressed as percentage of body weight for each
animal. Data were expressed as mean± SD of four experiments with at least 4 ani-
mals in each group of treated or controlmice. Data from haematological parameters
were expressed as mean ± SD for each group of animals (1 treated and 1 con-
trol groups for each sex) with 4 animals per group. Colonies and cell counts were
expressed as a percentage of the control (i.e: 100% corresponding to the number
of colonies in control samples). Then, data was expressed as mean± SD of tripli-
cates. Statistical analysiswas performedusing a nonparametric analysis of unpaired
values, differences greater than 0.05 were considered as significant (p<0.05).
3. Results
3.1. Food consumption and weight survey in pesticide-treated
mice
Weekly and total food consumption (data not shown) as well
as mean body weight of pesticide-treated mice was comparable to
those of the control group (Fig. 1A and B). Kidneys of pesticide-
treated animals showed no differences from those of controls (data
not shown). Therewasa significant increase in spleenweight (+32%,
*p<0.05) in female mice but not in males in the low dose mixture
(LDM) group compared to controls (Fig. 1C). Conversely, LDMmale
mice showed a significant decrease in liverweight (−20%, *p<0.05)
(Fig. 1D) whereas LDM female mice showed no significant changes
in liver weight. Altogether, these results indicate that repetitive
exposure to pesticide mixtures at doses extrapolated from the ADI
may have an impact on metabolic and haematopoietic organs in
mice.
3.2. Metabolic signature of the pesticide treatment
Because of the significant decrease in liver weight in treated
male mice, we compared the metabolism of the different groups
using an NMR-based metabonomic approach. It is well estab-
lished that, coupled with multivariate statistical analysis, the NMR
technique can provide valuable information on factor-induced
biochemical perturbations by analysis of biofluids and tissues
(Nicholson et al., 1999, 2002). 1H NMR spectroscopy is uniquely
suited to detect a large range of endogenous lowmolecular weight
metabolites in anorganism, as this technique is rapid, non-invasive,
and rich in structural and quantitative information, allowing the
simultaneous analysis of numerous metabolites. Multivariate sta-
tistical methods such as PCA and LDA can simplify NMR data and
aid in identification of target sites of toxicity. Aqueous liver extracts
were analyzed asdescribed in Section2. LDAwasfirst performedon
47 variables corresponding to metabolites whose concentrations
differed significantly in control and treated groups (ANOVA-based
filtration, ˛-risk 0.01, PCA and LDA). Results are shown in Fig. 2.
Every treated group (male and female) showed a metabolic finger-
print that is statistically different (p<0.0001) from their respective
control and the inter individual variability in eachgroupas revealed
by the analysis of Mahalanobis distances calculated between the
Fig. 1. Body and organ weight of treated mice. The body weight (g) of animals was measured upon arrival, once a week, and at euthanasia in female (A) and male (B) mice.
Spleen weight (C) and liver weight (D) of mice treated at the LDM are expressed as a percentage of body weight for each animal. Data (mean± SD) are from at least four
independent experiments conducted with a minimum of four animals per group for each sex. An unpaired t-test was used for analysis of data from treated and control mice,
*p<0.05.
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Fig. 2. Linear discriminant analysis (LDA) of NMR data. Aqueous liver extracts of
treated and untreated mice were prepared using the Folch method as described
in Section 2 and the 1H NMR spectra were recorded at 600.13MHz. The statis-
tical method (ANOVA, ˛-risk 0.01), was performed on variables corresponding
to metabolites whose concentrations differed significantly between control and
treated groups. The first axis (LD1 linear discriminant 1; Fig 2) represents 75.9% of
between-group variance and distinguishes females and males whatever the treat-
ment. The second axis (LD2, Fig. 2), represents 20.8% of the between-group variance,
and distinguishes control animals from treated animals. These two LDs are highly
significant and represent 96.8% of between group variance.
different groups. The first axis (LD1 linear discriminant 1; Fig. 2)
represents 75.9% of the between-group variance and distinguished
between females and males whatever the treatment. The second
axis (LD2, Fig. 2) represents 20.8% of the between-group variance
and distinguished control animals from treated animals, mostly for
males. Last, the 3rd LD (LD3, figure not shown) accounting for 3.2%
of the between-group variance also distinguished control animals
fromtreatedanimals, butmostly for females. This thirdaxis enabled
us to distinguishmetabolite levels in treated versus control females
(Table2). Fig. 2 shows the significant change in themetabolicprofile
of mice liver following pesticide treatment, the difference between
controls and treated animals being less intense in females than in
males. Identificationofmetabolites (Table2) revealed that themain
hepatic metabolites that distinguished treated and control groups
inmaleswere ATP/AMP, taurine, glutamine, inosine, valine, acetate
and alanine. Taurine and inosine levels decreased upon treatment
with the pesticide mixture, whereas levels of glutamine, alanine,
valine, acetate andATP increased. Conversely, in females, neogluco-
genic metabolites (alanine, valine, acetate and lactate) and inosine
decreased. However, glycogen and glucose levels increased as did
those of glutamine and glutathione. No clear structuring of the
metabolic information from lipophilic hepatic extracts by discrim-
inant analysis emerged from mining 1H NMR fingerprint data (not
shown).
Altogether, these results revealed variations in hepatic
metabolism mostly in male mice, in accordance with changes in
hepatic weight as observed in Fig. 1. These modifications argue
in favour of neoglucogenesis in males induced by pesticides (glu-
tamine, valine, alanine, acetate) whereas this pathway appeared
not to be activated in females. Our results also suggest activation
of glycogen metabolism in females as well as a metabolic response
to pesticide-induced oxidative injury as shown by an increase in
glutathione and glutamine levels.
3.3. Changes in haematological parameters in pesticide-treated
mice
The impact of the pesticide treatment on haematopoiesis was
first studied in peripheral blood. The modifications of haemato-
logical parameters observed in treated mice are not pathological
but are significantly different to the values in the control group.
As shown in Table 3, male mice treated at the LDM showed a
significant increase of 30% (*p<0.05) in their platelet count com-
pared to controls, and a slight decrease in their red blood cell
count (8%), haemoglobin concentration (9%) and haematocrit (9%).
Upon treatment, female mice showed no change in red blood cell
and platelet counts but a significant increase in their total white
blood cell (WBC) count compared to controlmice (1.4-fold increase,
*p<0.05). This was largely due to a 3-fold increase (*p<0.05) in
polymorphonuclear neutrophiles. Among the other types of leuko-
cyte cells, only eosinophils increased slightly in female mice after
pesticide treatment. Overall, exposure to the low-dose pesticide
mixture for a period of 4 weeks increased platelet and leukocyte
counts in peripheral blood in male and female mice, respectively.
Table 2
Summary of main metabolites in aqueous liver extracts whose concentration changed significantly following pesticide treatment. These
metabolites are involved in the building of LD2, and LD3 axes which distinguish male and female treated and control animals respectively,
and are assigned according to their 1H chemical shifts ı (ppm) in comparison with NMR chemical shift assignment tables.
Metabolites ı 1H (ppm) and multiplicity Variation following pesticide
treatment
Males Females
Taurine 3.42 (t), 3.26 (t) ↓ –
Glutamine 3.77 (m), 2.46 (m), 2.14 (m) ↑ ↑
Alanine 3.77 (q), 1.48 (d) ↑ ↓
Valine 2.28 (m), 1.02 (d), 0.98 (d) ↑ ↓
Acetate 1.92 (s) ↑ ↓
Inosine 8.33 (s), 8.22 (s), 6.09 (d) ↓ ↓
AMP/ATP resonances 8.58 (s), 8.24 (s),6.14 (d) ↑ –
Lactate 4.11 (q), 1.32 (d) – ↓
Glycogen 5.42 – ↑
Glucose resonances 4.00–3.35 – ↑
Glutathione 3.98 (m), 3.84 (m), 2.94 (m), 2.56 (m), 2.17 (m) – ↑
7.88 (d), 5.92 (d)
Uridine – ↓
Comparisons among groups were performed by ANOVA analysis. Significant variations (p value <0.01) compared to control samples: ↑,
increase in signal; ↓, decrease in signal; –, no change. Keys: s, singlet; d, doublet; t, triplet; m, multiplet.
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Table 3
Haematological parameters of female and male C57BL/6J mice after 4 weeks of oral gavage with DMSO or with the pesticide mixture at LDM.
Parameters Male Female
Control Pesticide mixture (LDM) Control Pesticide mixture (LDM)
RBC (106/mm3) 10.8 ± 0.2 10 ± 0.1 10.4 ± 0.5 10.9 ± 0.3
Hb (g/dL) 15.9 ± 0.2 14.5 ± 0 15.5 ± 0.7 15.8 ± 0.2
Ht (%) 50.2 ± 0.9 45.6 ± 0.9 47.5 ± 2.3 48.2 ± 0.5
MCV (!m3) 46.3 ± 0.4 45.6 ± 1.4 45.8 ± 0.4 44.3 ± 0.8
MCH (pg) 14.6 ± 0.1 14.5 ± 0.1 14.9 ± 0.6 14.5 ± 0.2
MCHC (g/dL) 31.6 ± 0.4 31.8 ± 0.6 32.7 ± 1.2 32.8 ± 0.3
PLT (103/mm3) 1168 ± 181.4 1518 ± 120.2* 1016.8 ± 106.9 1124.7 ± 184.8
WBC (103/mm3) 5.4 ± 0.9 5.2 ± 0.5 5.1 ± 1.3 7.0 ± 0.2*
Neutrophil (103/mm3) 0.8 ± 0.22 0.7 ± 0.1 0.4 ± 0.2 1.3 ± 0.1*
Lymphocyte (103/mm3) 4.1 ± 0.75 4.1 ± 0.6 4.2 ± 1 5.1 ± 0.1
Monocyte (103/mm3) 0.28 ± 0.12 0.24 ± 0.04 0.29 ± 0.10 0.46 ± 0.22
Eosinophil (103/mm3) 0.18 ± 0.06 0.13 ± 0.06 0.15 ± 0.05 0.16 ± 0.03
RBC= red blood cells, Hb=haemoglobin, Ht =haematocrit, MCV=mean corpuscular volume, MCHC=mean corpuscular haemoglobin concentration, PLT=platelets,
WBC=white blood cells. Values are the mean± SD for one typical experiment conducted with six animals per treatment group. Data were analyzed with an unpaired
t-test, *p<0.05.
These changes associated with increased spleen weight in females
could result from deregulation of haematopoiesis upon pesticide
treatment.
3.4. Effects of pesticide treatment on in vitro myeloid
clonogenicity and differentiation
To check the proliferative/differentiation capacities of
haematopoietic progenitors, bone marrow cells were grown
in methylcellulose for 14 days in the presence of differentiat-
ing cytokines. They were analyzed and scored by microscopy as
described in Section 2. Fig. 3 shows the number of differentmyeloid
colonies generated from female (Fig. 3A) and male (Fig. 3B) mice
bone marrow after in vivo exposure to the pesticide mixture. In
samples from females, a decrease in CFU-GM (−25%, *p<0.05),
BFU-E (−16%) and CFU-M (−13%) counts was observed compared
to controls. In addition, staining with May-Grünwald-Giemsa
(Fig. 3C), revealed a significant decrease in macrophages (−37%,
*p<0.05) and an increase in granulocytes (+52%, *p<0.05) in
pesticide-treated female mice.
In male mice, ingestion of the pesticide mixture at the LDM
dose induced a significant change in the number of CFU-M colonies
which was significantly higher than in controls (+33%, *p<0.05).
The total number of BFU-E and CFU-GM was slightly, but not sig-
nificantly lower. Staining with May-Grünwald-Giemsa (Fig. 3D)
revealed a significant increase in macrophages in male mice
(+24%, *p<0.05) upon treatment compared to controls, whereas
the decrease in granulocytes was not significant.
Fig. 3. Proliferation and differentiation of bone marrow progenitors: At day 14 of culture in methylcellulose, the proliferation of haematopoietic progenitors was scored.
Cells were then harvested, flattened on a glass slide, stained and observed by light microscopy as described in Section 2. A and B represent the numbers of clonogenic
progenitors in controls or in treated female and male mice, respectively. C and D show the number of cells from each lineage in controls or in treated female and male mice,
respectively. Data (mean± SD) are from one representative experiment conducted in triplicate on six mice per group. An unpaired t-test was used for statistical analysis,
*p<0.05. Granulocyte counts included myeloblasts, promyelocytes, meta-myelocytes, myelocytes and polynuclear cells and counts of macrophages grouped macrophages,
monocytes and dendritic cells.
86 M. Merhi et al. / Toxicology 267 (2010) 80–90
Fig. 4. Microscopic observation of murine haematopoietic progenitors at day 14 of culture: Bone marrow from treated or control male mice was seeded in semi-solid
methylcellulose-based medium for 14 days. The haematopoietic progenitors were monitored by inverted microscopy: BFU-E=burst forming unit-erythrocyte (A, B), CFU-
GM=colony-forming unit-granulocyte/macrophage (C, D) and CFU-M colony-forming unit-macrophage (E, F).
From a morphological point of view, the biggest changes were
observed in treated males (Fig. 4). BFU-E colonies were poorly
coloured and less pigmented in treated mice (Fig. 4B) than in
controls (Fig. 4A). These cells were likely less differentiated and
the haemoglobin synthesis had not yet occurred (Parent-Massin,
2001). In addition, in treated male mice (Fig. 4D) CFU-GM were
disorganized and reduced in size compared to control cultures
(Fig. 4C). The CFU-M colonieswere alsomore spread out in cultures
obtained from treated male mice (Fig. 4F) than in control cultures
(Fig. 4E).
These data indicate that even at low doses, the pesticide
treatment induced functional changes in the bone marrow of
haematopoietic progenitors. In addition, specific differences in
the granulo-monocytic lineage were observed between males and
females. In males, an increase in both monocytic progenitors and
macrophages has been observed suggesting a myeloproliferative
phenotype. To further investigate the effect of the pesticide treat-
ment, we analyzed molecular mechanisms that could be modified
in haematopoietic progenitors.
3.5. Cell signalling profiling of Sca-1+ cells after in vivo treatment
with the pesticide mixture
In order to investigate potential changes in the signallingmech-
anisms of haematopoietic progenitors, we sorted bone marrow
Table 4
Protein expression of murine Sca-1+ bone marrow cells from pesticide-treated ver-
sus cells from control mice.
Females Males
INRa log(INR) INR log(INR)
Total proteins
Mean+2SD 1.21 0.28 1.07 0.11
Mean−2SD 0.79 −0.29 0.92 −0.12
Significantly affected proteins
c-Myc 1.26 0.33 – –
Cyclin D1 1.21 0.28 1.07 0.11
PKB/Akt 0.79 −0.48 – –
Pyk2–pTyr580 0.79 −0.33 0.88 −0.19
a INR= Internally Normalized Ratio. Data are from one representative experi-
ment of three independent assays each containing 6 mice/treatment/sex. Proteins
with log(INR)≤mean−2SDand≥mean+2SDwere respectively significantly down-
regulated or significantly over-expressed.
of control and treated animals with Sca-1 antibody. We checked
the expression profile of a set of signalling proteins (by anti-
body arrays) as well as the level of activation of the Akt/GSK3!
pathway (by Western blot), a well-known regulator of cell pro-
liferation, survival and differentiation in Sca-1+ haematopoietic
progenitors. Using differential intensities of cyanine dye in the
two groups, we observed that the expression of several pro-
teins differed in pesticide-treated mice and in controls. Proteins
whose expression was significantly modified are listed in Table 4.
A significant increase in the expression of c-Myc (log INR=0.33)
and Cyclin D1 (log INR=0.28) was observed in female mice
Fig. 5. Variations in phosphorylated Akt and GSK3! in male and female Sca-1+ pro-
genitorsuponpesticide treatment: Sca-1+ haematopoietic progenitorswere isolated
from pesticide-treated (LDM) and control mice (DMSO) as described in Section 2.
Specific antibodies were used against the activatory site of Akt (P(S473)Akt) and
the inhibitory site of GSK3! (P(S9)GSK3!). Variations in the phosphoprotein/total
protein ratio compared to the respective control DMSO in males and females are
shown. Data are representative of two independent experiments.
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treated with the LDM dose. In addition, a significant decrease
was observed in the expression of PKB/Akt (log INR=−0.48) and
of the active form of the tyrosine kinase Pyk2 (Pyk2-pTyr580)
(log INR=−0.33).
Data from male samples showed similar effects for Cyclin D1
and Pyk2-pTyr580 but to a lesser extent (Table 4).
Furthermore, our results showed that in control Sca-1+ cells, Akt
and GSK3! were phosphorylated at their activatory (P(S473)Akt)
and inhibitory (P(S9)GSK3!) sites (Fig. 5). It is noteworthy that,
at the basal state, the P(S9)GSK3!/total GSK3! ratio was higher
in males than in females (+36% representative of two indepen-
dent experiments, data not shown). Upon pesticide treatment, we
observed strong dephosphorylation of Akt in male Sca-1+ cells and
an increase in the phosphorylation of Akt in female Sca-1+ cells
compared to their respective controls. This was clearly shown by
analysis of variations in thephosphoprotein/total protein ratioboth
for Akt and GSK3! (Fig. 5, lower panel). The dephosphorylation of
both enzymes in male Sca-1+ cells (−20% and −12% respectively)
contrasted with their increased phosphorylation in female cells
(+80% and +25%, respectively).
Overall, these results show that important pathways control-
ling proliferation/differentiation of haematopoietic progenitors are
deregulated upon pesticide treatment with striking differences
between responses in male and female mice.
4. Discussion
Members of the general population are exposed throughout
their lifetime tovarious combinationsof pesticides at lowdosespri-
marily through food intake. It is possible thatmixtures of pesticides
can produce additive or synergistic effects and even antagonism
(Belden et al., 2000). Therefore the effect of the mixture cannot
be predicted from the effect of each component of the mixture
even when chemicals are combined at low doses which individ-
ually do not induce observable effects (Kortenkamp et al., 2007).
Consequently it is important to analyze the effects of pesticide
combinations for the assessment of the consequences for con-
sumers.
In this study, we tested the effect of a low dose mixture of six
pesticides frequently found in the most widely consumed fruits
and vegetables in France on mouse haematopoietic and hepatic
systems. We showed that even at low doses, repeated exposure
of mice to our pesticide mixture for a period of 4 weeks had
an impact on the differentiation, proliferation and cell signalling
pathways of haematopoietic cells. Moreover we showed that this
treatment led to specific variations in the level of hepatic metabo-
lites some of which are involved in the regulation of oxidative
stress and glucose metabolism indicating a metabolic fingerprint
for this repetitive administration of low dose of pesticides in mix-
ture. These observed changes are not pathological but clearly there
is a distinction between control and low dose mixture group. Our
results are consistent with previous studies showing that effects
of mixture could occur at concentrations below the ‘no observable
effect level’ of each individual component (Dolara et al., 1993; Yang,
1993; Ito et al., 1996; Desaulniers et al., 2001; Foster et al., 2004;
Enoch et al., 2007; Pelletier et al., 2009). From the published risk
evaluation monographs produced prior registration and approval
of pesticides, it appears that none of the individual pesticides were
present at sufficient concentrations in the mixture to be solely
responsible for the observed effects in our study.
Sub-chronic toxicity, damage to DNA in human peripheral lym-
phocytes, in vitro myelotoxicity as well as modulation of gene
expression and clonogenicity in myeloid progenitors of pesticides
alone have been reported by some authors (Blyler et al., 1994b;
NathandBanerjee, 1995; Fujitani et al., 1997;RahmanandSiddiqui,
2006; Cimino-Reale et al., 2008). However effects of our pes-
ticide mixture in our experimental conditions on clonogenicity,
differentiation and on some signaling pathways of haematopoietic
progenitors aswell as onhepaticmetabolismhaveneverpreviously
been described.
From our data, it is clear that gender is a crucial biological
variable influencing haematopoietic responses to pesticide mix-
tures. A gender specific effect of exposure to pesticide have been
already described by some authors (Blyler et al., 1994a). How-
ever, their study concerned the effect of a prenatal exposure of
a pesticide alone (chlordane) at a dose 16,000-fold higher com-
pared to the ADI. In our study, the gender effect was observed
upon the treatment with a mixture of pesticide at lower doses. In
our model, the differentiation in the CFU-GM lineage was dereg-
ulated in a sex-dependent manner. CFU-GM colonies were more
oriented to differentiate into granulocytes than macrophages cells
in females whereas the opposite was observed in males. More-
over, in male mice, the pesticide mixture induced a slight decrease
in their erythrocyte count, haemoglobin content and haematocrit
level associated with abnormal erythrocyte differentiation in vitro
and a significant increase in their platelet count. Such an increase
in myeloid proliferation with dyserythropoiesis in males could
represent the first steps of myelodysplasia. Conversely, there was
no alteration of erythropoietic activity in pesticide-treated female
mice, but a significant increase in their leukocyte count. Prolifer-
ation and differentiation of haematopoietic cells are mediated by
a complex system of cellular interaction via receptors, cytokines
and gender hormones. Thus, the sexual dimorphismobserved upon
treatment of mice with pesticides may be linked to oestrogen
control of proliferation and differentiation of various cell lineages
in normal haematopoiesis. In female treated mice, the significant
increase in neutrophils along with a significant increase in spleen
weight compared tocontrolsmaybeaconsequenceof the increased
production of immune cells. Indeed, recent evidence suggests a
role for neutrophils as important decision shapers during the early
stages of the immune response (Nathan, 2006). The sexual dimor-
phism of normal immune responses as well as the role of gonadal
steroid hormones as modulators of immune function have been
well described (Olsen and Kovacs, 1996, 2001) and may explain
the differential response between males and females to pesticide
treatment. Oestrogen receptor " could play a role in regulating
the proliferation and differentiation of pluripotent haematopoi-
etic progenitor cells (Thurmond et al., 2000; Ishimi et al., 2002;
Shim et al., 2003; Gupta and Singh, 2007; Carreras et al., 2008)
and oestrogens have been described as a negative regulator of lym-
phopoiesis (Medina et al., 2001). Moreover a receptor-mediated
effect of androgens on lymphoid cell development has also been
observed (Olsen and Kovacs, 2001). It is noteworthy that many
pesticides display hormonal activities and have thus been clas-
sified as endocrine disruptors (Klotz et al., 1996; Okubo et al.,
2004; Schulze and Shivdasani, 2005; Manabe et al., 2006; Cecconi
et al., 2007). One can suppose that these compounds interact in
this way on haematopoiesis. Some environmental endocrine dis-
ruptors (endosulfan, bisphenol A, methoxychlor) have been shown
to play an important role in endocrine functions by mimicking
cytokine activity by stimulating STAT3 (a signal transducer of IL-
6 family cytokines) actions through oestrogen receptors (Sekine et
al., 2004). This hypothesis is currently under investigation in our
lab.Haematopoiesis is regulated by growth factors and cytokines
which, upon fixation to specific membrane receptors, induce the
activation of different signalling pathways leading to the regula-
tion of transcription factors, thereby coordinating adequate cell
response (i.e. cell growth, death or differentiation). Akt is one of
the major components of the PI3-kinase pathway and is com-
monly activated in tumours (Shtilbans et al., 2008). Akt is a key
regulator in survival and plays an important role in the regula-
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tionof cell fate choices duringhaematopoietic lineage commitment
(Buitenhuis et al., 2008). Prevention of cell death is known to be
one of the crucial events in myeloid leukemogenesis and affects
genetic instability and the acquisition of additional mutations.
Among Akt substrates there are several proteins which regulate
apoptosis (Woodgett, 2005) or cell growth such as Cyclin D1
and C-myc (Gines et al., 2003; Beurel and Jope, 2006). Our data
argue in favour of deregulation of signalling controls in Sca-1+
haematopoietic progenitors isolated from mice treated with the
pesticide mixture. Moreover, consistent with the functional differ-
encesobservedbetweenmalesand females, theeffectsofpesticides
on some cell signalling pathways in progenitors differed with the
sex of the animals. In female mice exposed to the LDM dose,
PKB/Akt activity on one hand and c-Myc and cyclin-D1 expres-
sion on the other hand were significantly enhanced, while GSK3!
(its substrate) was down-regulated. These results are in agree-
ment with the functional perturbations observed upon treatment
of mice since c-Myc is a transcription factor involved in the bal-
ance between self-renewal and differentiation of haematopoietic
stem cells (Satoh et al., 2004; Wilson et al., 2004). Thus, activation
of the PI3-kinase/c-Myc pathway could stimulate differentiation
into granulocytes (Liu et al., 1997) with lower clonogenic progen-
itors, as observed in female mice. Data from male mice showed
down-regulation of Akt and pyk2 phosphorylation states suggest-
ing a decrease in their activities. Pyk2 is a negative regulator of
the proliferation/differentiation of myeloid progenitors (Dylla et
al., 2004) and its down-regulation in male mice upon pesticide
treatment could be linked to the increase in monocytic progeni-
tors. Furthermore, it has been shown that the PI3-kinase pathway
is required for Pyk2 activation downstream of integrins in pro-
genitors (Melikova et al., 2004). Therefore, Akt down-regulation
by pesticides could play a role in the negative regulation of Pyk2
in haematopoietic progenitors in male mice. However, whether
Akt regulation is involved in the specification of macrophages
or granulocytes from the granulo-monocytic progenitors remains
to be determined. Besides our further investigations into the
involvement of oestrogen in the pesticide-induced perturbations
of haematopoiesis, further works are also needed to assess the role
of pro-oxidative activity of the pesticide mixture on the PI3K/Akt
pathway, as it has been suggested by some authors that it may
be regulated by oxidation (Ross et al., 2007) and since pesticides
have been often shown to induce oxidative stress in various cellular
model.
Metabonomic studies on liver extracts confirmed the sex-
ual dimorphism response to the pesticide treatment. Moreover,
our results suggest that variations in metabolite levels could be
linked to pesticide-induced oxidative injury mostly in females,
which could explain the dimorphism deregulation of cell signalling
by the pesticide mixture in our model. Moreover in males, the
neoglucogenic pathway appeared to be activated suggesting that
the anti-oxidant response to pesticide-induced injury could be
supported by different pathways in male and female mice. These
last results are in accordance with other published data showing
alteration of hepatic glucose metabolism upon pesticide treat-
ment in rats (Teimouri et al., 2006; Rezg et al., 2007). It would
be interesting to correlate potential changes in metabolic and
oxidative responses with clonogenic/differentiation disturbances
in haematopoietic progenitors.
5. Conclusion
In conclusion, our results indicate that the effect of a combi-
nation of pesticides below their individual no observable adverse
effect level should be taken into consideration during the evalua-
tion process of the effects of pesticides onhealth. Themetabonomic
approach is an efficient tool for the identification of biomarkers
of exposure to low doses of pesticides. It appears from our study
that sexual hormones likely influence the signalling machinery in
response to pesticide-induced cellular stress along with various
other factors that regulate haematopoiesis. Importantly, changes in
glucose metabolism as well as in the proliferation of myeloid pro-
genitorsweremostly observed inmalemice. Therefore, we suggest
that epidemiologic studies on the risk of haematological malignan-
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The hematopoietic niche is defined as the microenvironment
that supports hematopoietic stem cells (HSCs) and is composed
of cells that are of mesenchymal origin. The ability of bone
marrow (BM) mesenchymal stromal cells (MSCs) to organize the
niche results from HSCs/BM MSCs dialogue,1 resulting in an
osteoblastic niche that enhances quiescence and resistance of
HSCs, and a vascular niche where they could proliferate,
differentiate and emigrate in the peripheral blood. In the
vascular niche, MSCs may acquire the CD146-expressing and
CXCL-12 abundant reticular cells (CAR) phenotype that has
been suggested to maintain the HSC pool.2 Leukemic stem cells
(LSCs) may also benefit from the microenvironment, to favor
their proliferation and resistance towards treatment, as demon-
strated within the endosteal region. Given the structuring
capacities of MSCs, they may represent a crucial target for LSCs
to create their own microenvironment and prosper. Thus, major
publications confirm that targeting the stromal support can help
to eradicate LSCs in vivo.3
Others and we have shown that b-catenin, the terminal
effector of canonical Wnt signaling, was overactivated in acute
myeloid leukemia (AML) and correlated with a greater risk of
relapses.4 Importantly, no mutations of b-catenin have been
described in AML, suggesting that signaling defects are not only
intrinsic to LSCs, but also result from abnormal niche behavior
and activity. Interestingly, we have disclosed a new AML
subtype where leukemic progenitors overexpress the focal
adhesion kinase (FAK) protein, a key-signaling partner of
integrins that is not expressed by immature normal progenitors.5
FAK was overexpressed in half of AML cases and correlated with
poor prognosis. The overexpression of FAK conferred increased
drug resistance to AML cells and its regulation was independent
from adhesion, as described in other cancers. Furthermore, FAK
and b-catenin activities were correlated in leukemic cells6
(Despeaux et al., in preparation). As our previous data had
shown that FAK-expressing AML (FAKþ AML) and FAK" AML
were two distinct entities that behaved oppositely in terms of
Wnt signaling, we aimed to determine whether BM MSCs
isolated from those AML patients exhibited specific structural or
functional abnormalities relative to oxidative inflammatory and
Wnt signaling.
Study was performed on FAKþ and FAK" AML patients whose
clinico-biological characteristics are shown in Table 1, and
comparison was made with age-matched healthy-donors.
Obtention, isolation and culture of primary cells were
performed as previously described.5,7 After 21 days of culture,
isolated BM MSCs displayed an enriched CD45" CD34"
CD73þ CD90þ phenotype (Figure 1a). FAKþ AML-derived
BM MSCs showed decreased clonogenic potential, increased
senescence and no apoptosis (not shown), compared with
healthy donor BM MSCs (Figure 1a). Oppositely, apart from
increased proliferation, FAK" AML-derived BM MSCs behaved
normally.
We have then performed cocultures of healthy donor-derived
BM MSCs with normal CD34þ cells, FAK" or FAKþ AML cells.
All cocultures lead to similar BM MSC markers expression
(Figure 1b) after 2 weeks of coculture. Importantly, FAKþ AML
cells could recapitulate clonogenic defect and senescent
phenotype of FAKþ AML-derived BM MSCs when cocultured
with healthy donor-derived BM MSCs (Figure 1b). Furthermore,
data obtained under contactless conditions, or after a pre-
treatment of leukemic cells with paraformaldehyde or FAK
inhibitor
PF-573228, suggested that physical contact and FAK activity
must be present to affect BM MSCs (Figure 1c).
As LSCs are thought to pattern their microenvironment to
support their maintenance and resistance we checked whether
the CD45" CD34hi CD38"/lo CD123þLSC-enriched population
could alone alter the phenotype of healthy donor-derived BM
MSCs. FAKþ LSCs were able to recapitulate senescence, even if
seeded at a lower density than bulk cells (3.7# 103 cells/cm2
versus 2.5# 105 cells/cm2), without affecting clonogenic capa-
cities (Figure 1d). Interestingly, compared with the influence of
normal CD34þ cells, we measured an enrichment in the CAR
phenotype within the BM MSCs population when cocultured
with FAKþ LSCs or blasts (Figures 1b–d) for which physical
interactions and FAK activity were both mandatory.
AML stroma exhibits features of oxidative stress and inflam-
mation that may be partly supported by CAR and senescent
cells. As shown on Figure 2a, AML-derived BM MSCs reactive
Table 1 AML patient’s characteristics
FAK+ FAK"
Males/females (n) 5/3 3/2










Flt3-ITD (n) 5/8 2/5
% CD34+ cells (median) 92 47
% CD117+ cells (median) 67 91
CR (n) 5/8 2/4
Relapse (n) 4/5 0/2
Leucocytosis (median, # 109/l) 84.14 144.5
% Blasts (median) 53 76
Abbreviations: CBF, core-binding factor; CR, complete remission after
first therapy; FAB, French American British classification; Flt3-ITD, Flt3
internal tandem duplication.
Karyotypes were classified as favorable, intermediate (normal, -Y) and
unfavorable (others, including complex karyotypes).
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oxygen species content is significantly higher than their normal
counterpart, whereas interleukin (IL)-6 is specifically over-
expressed in FAKþ AML-derived BM MSCs. Coculturing healthy
donor-derived BM MSCs in the presence of FAKþ AML cells
results in a significant increase of IL-6, as well as stroma-derived
factor-1, IL-8 and angiopoietin-1 that are crucial for stem cell
maintenance, compared with the influence of normal CD34þ
cells or FAK" AML cells (Figure 2b). Moreover, if IL-6, IL-8 and





































































































































































































































































































































































































































Figure 1 FAKþ AML-derived BM MSCs functional alterations depend on LSCs, FAK activity and physical interactions. (a) Healthy donor-derived
BMMSCs (n¼ 3), FAK" (n¼ 5) and FAKþ (n¼8) AML-derived BMMSCs were isolated and analyzed for CD45" CD34" CD73þ CD90þ BMMSC
phenotype by flow cytometry, clonogenic capacities by colony forming unit-fibroblast (CFU-F) assay, senescence by X-Gal staining. The cell
number ratio at day10/day0 was used to calculate proliferation index. (b–d) Each healthy donor-derived BM MSCs (n¼3; black, grey and white
squares, respectively) was cocultured with normal CD34þ cells (n¼ 3), FAK" AML cells (n¼5) or FAKþ AML cells (n¼ 8) for 2 weeks in serum-
free media and further analyzed as in (a). (c) Characterization of requirement for direct cell contact, secretory and FAK activity of FAKþ AML cells
were respectively checked using transwell, paraformaldehyde (PFA)-cell fixation and 1mM PF-573228 as FAK inhibitor. (d) Sorted FAKþ LSCs (CD45"
CD34hi CD38"/lo CD123þ ) were cocultured to assess their ability to recapitulate FAKþ AML-induced alterations in healthy donor-derived BM
MSCs. Characterization of CAR phenotype (CD45" CD34" CD73þ CD90þ CD146þ stroma-derived factor-1hi) among BM MSCs was performed
by flow cytometry. Statistical comparison with healthy donor-derived BM MSCs (a), to normal CD34þ cells-cocultured healthy donor-derived BM
MSCs (b) and to FAKþ AML cells-cocultured healthy donor-derived BM MSCs under contact conditions (c,d). Mean±s.e.m. nPo0.05 nnPo0.01
nnnPo0.005.
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angiopoietin-1 expression depended only on FAK activity,
stroma-derived factor-1 upregulation necessitated also adhesion
in accordance with the mandatory role of adhesion for CAR
phenotype induction (Figure 2c). Sorted FAKþ LSCs triggered an




































































































































































































































































































































Healthy donor-derived BM MSCs / AML cells coculture
Figure 2 FAKþ LSCs induce cytokine alterations in healthy donor-derived BM MSCs. (a) Healthy donor-derived BM MSCs (n¼3), FAK# (n¼5)
and FAKþ (n¼ 8) AML-derived BM MSCs were isolated, and flow cytometry allowed relative quantification of reactive oxygen species and IL-6
intracellular content of BM MSCs. (b–d) Each healthy donor-derived BM MSCs (n¼ 3; black, grey and white squares, respectively) were cocultured
with normal CD34þ cells (n¼ 3), FAK# AML cells (n¼5) or FAKþ AML cells (n¼ 8) for 2 weeks in serum-free media. Flow cytometry relative
quantification of IL-6, stroma-derived factor-1, IL-8 and angiopoietin-1 intracellular contents of BM MSCs is shown. (c) Characterization of
requirement for direct cell contact, secretory and FAK activity of FAKþ AML cells were respectively checked as described in Figure 1. (d) Sorted
FAKþ LSCs (CD45# CD34hi CD38#/lo CD123þ ) were cocultured to assess their ability to recapitulate FAKþ AML-induced alterations in healthy
donor-derived BM MSCs. Statistical comparison with healthy donor-derived BM MSCs (a), to normal CD34þ cells-cocultured healthy donor-
derived BM MSCs (b) and to FAKþ AML cells-cocultured healthy donor-derived BM MSCs under contact conditions (c,d). Mean±s.e.m. nPo0.05
nnPo0.01 nnnPo0.005.
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Another key regulator of normal and AML immature cells is
Wnt signaling. We have focused our analysis on Wnt-5a,
dickkopf-1 (Dkk-1) and secreted frizzled-related protein-1
(sFRP-1), which are key Wnt regulators of the hematopoietic
niche, assessing mRNA levels of the Wnt ligands by semi-
quantitative reverse-transcription PCR. Compared with their
normal counterpart, FAKþ and FAK" AML-derived BM
MSCs were respectively characterized by high levels of
Wnt-5a and sFRP-1 mRNA (Figure 3a). These alterations were
recapitulated upon coculture conditions, as FAKþ AML cells
induced an increase of Wnt-5a mRNA in BM MSCs, together
with a decrease of Dkk-1 mRNA, without affecting sFRP-1
expression compared with the influence of their normal
counterpart (Figure 3b). As shown on Figures 3c and d, these
alterations required both physical contact and FAK activity and
could be recapitulated by sorted FAKþ LSCs. On the contrary,
FAK" AML cells induced an upregulation of both sFRP-1
and Dkk-1, without affecting Wnt-5a. Those data suggest
that FAKþ AML-derived BM MSCs favor Wnt-5a-dependent
signaling, whereas FAK" AML-derived BM MSCs inhibit Wnt
signaling.
Our results suggest that the BM MSCs from FAKþ and FAK"
AML may contribute to two different microenvironmental
entities, considering that they differ on each key point
investigated. FAKþ AML-derived BM MSCs displayed increased
senescence and decreased progenitor clonogenic activity. As no
difference in proliferation and apoptosis could be evidenced, it
is possible that FAKþ AML-derived BM MSCs exhibit increased
self-renewal divisions under stress exposure. However, discor-
dance between proliferation and clonogenic capacity might also
result from experimental conditions, considering that seeding
density can influence both parameters. Interestingly, healthy
donor-derived BM MSCs, cocultured with FAKþ AML cells,
contained a significant percentage of CAR cells, a major support
of HSC maintenance in the vascular niche. The hierarchical
relationship between CAR and BM MSC phenotype is not clear.
Nevertheless, as CAR frequency of healthy donor-derived BM
MSC before coculture was identical to the frequency after 2
weeks of coculture with normal CD34þ cells (data not shown),
it seems possible that FAKþ AML cells are responsible for
acquisition of the CAR phenotype. Thus, investigating the































































































































































































































































































































Healthy donor-derived BM MSCs / AML cells coculture
FAK+ AML cells
Figure 3 FAKþ LSCs induce Wnt alterations in healthy donor-derived BM MSCs. (a) Healthy donor-derived BM MSCs (n¼3), FAK" (n¼ 5) and
FAKþ (n¼ 8) AML-derived BM MSCs were isolated and relative quantification of Wnt-5a, Dkk-1 and sFRP-1 mRNA levels was performed by semi-
quantitative PCR. (b–d) Each healthy donor-derived BM MSCs (n¼3; black, grey and white squares, respectively) were cocultured with normal
CD34þ cells (n¼ 3), FAK" AML cells (n¼ 5) or FAKþ AML cells (n¼8) for 2 weeks in serum-free media and analyzed as in (a).
(c) Characterization of requirement for direct cell contact, secretory and FAK activity of FAKþ AML cells were respectively checked as described in
Figure 1. (d) Sorted FAKþ LSCs (CD45" CD34hi CD38"/lo CD123þ ) were cocultured to assess their ability to recapitulate FAKþ AML-induced
alterations in healthy donor-derived BM MSCs. Statistical comparison with healthy donor-derived BM MSCs (a), to normal CD34þ cells-
cocultured healthy donor-derived BM MSCs (b), and to FAKþ AML cells-cocultured healthy donor-derived BM MSCs under contact conditions
(c,d). Mean±s.e.m. nPo0.05 nnPo0.01 nnnPo0.005.
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Association of CAR phenotype with increased pro-angiogenic
cytokines (angiopoietin-1, IL-8) suggests that CAR cells are
crucial to the FAKþ AML microenvironment in accordance with
the high aggressiveness and death before complete remission
of this AML subtype.5 CAR cells could promote FAK activity
and increased migratory capacities of FAKþ blasts, as well as
hyperleucocytosis, notably through their high expression of
stroma-derived factor-1.
On the contrary of FAKþ LSCs that needed a vascular niche,
FAK" LSCs may require an osteoblastic niche. We previously
described that FAK" AML blasts chemoresistance was supported
by osteoblasts through cell interaction-dependent upregulation
of sFRP-1 (ref. 6) that was recently described as an essential
regulator of HSC maintenance in vivo. Moreover, Dkk-1
upregulation in FAK" AML-derived BM MSCs may support their
proliferation, suggesting that the microenvironment of FAK"
AML can be characterized by a specific Wnt expression pattern.
We found that FAKþ LSCs enhance the expression of
cytokines that support stem cell maintenance (IL-6, IL-8,
angiopoietin-1, stroma-derived factor-1) in BM MSCs. Futher-
more, FAKþ LSCs repress Dkk-1 and strongly increase Wnt-5a
in BM MSCs, the latest potentially being supported by IL-6, a
known regulator of Wnt-5a expression.8 Wnt-5a is a key
promoter of HSCs quiescence and maintenance. However,
depending on cellular context, Wnt5a can stimulate either
alternative or canonical pathways, and promote tumor forma-
tion. Wnt-5a is also a known regulator of vascularization during
embryonic development. It would be of interest to assess
whether Wnt-5a promotes CAR phenotype or participates to the
pro-angiogenic cytokine pattern we evidenced. So far, we
showed that a direct cell contact is necessary for the hijacking
activity, suggesting that this is not a self-autonomous property.
Studying the transcriptome of AML cells and BM MSCs under
different culture conditions might help to delineate what are the
pathways underlying the hijacking activity, both for theoretical
and clinical purposes. Interestingly, as the hijacked phenotype
persists after the removal of leukemic cells, the question of
irreversibility of this phenomenon compared with other diseases
like primary fibrosis should be explored.
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Résumé :  
Les leucémies aiguës myéloïdes (LAM) sont des hémopathies malignes hétérogènes clonales dues à la 
WUDQVIRUPDWLRQ G¶XQH FHOOXOH VRXFKH KpPDWRSRwpWLTXH &6+ ou d'un progéniteur déjà commis vers la lignée 
myéloïde. Un des problèmes majeurs du traitement des LAM est la récurrence de la pathologie post-
chimiothérapie. En effet, après une première réponse favorable, 60% des patients rechutent caUOHWUDLWHPHQWQ¶D
pas éliminé les cellules souches leucémiques (CSL), population rare caractérisée par des capacités G¶DXWR-
renouvellement HWGHUHFRQVWLWXWLRQOHXFpPLTXHDSUqVJUHIIHFKH]O¶DQLPDO/es CSL sont protégées par leur état 
GH TXLHVFHQFH GH UpVLVWDQFH DX VWUHVV JUkFH DX[ LQWHUDFWLRQV DGKpVLYHV TX¶HOOHV pWDEOLVVHQW DYHF OHV GLIIpUHQWV
composants du microenvironnement médullaire. L'amélioration du pronostic des LAM requiert l'éradication des 
&6/HWO¶pSDUJQHGHV&6+, supposant une connaissance de leurs signaux spécifiques de survie.  
 
Dans la littérature, la glycogène synthase kinase 3 ȕ!*6.ȕ est décrite comme un régulateur important 
des interactions adhésives et du cytosquelette, et des voies de survie notamment proximales en aval des 
UpFHSWHXUVGHPRUW'HSOXVVRQDFWLYLWpPpWDEROLTXHODSODFHjO¶LQWHUIDFHGHUpSRQVHVFHOOXODLUHVIDFHDXVWUHVV
oxydant ou nutritif. Enfin, son implication au niveau de la régulation des voies morphogènes et de la réponse 
inflammatoire supporte son rôle potentiel dans le contrôle des interactions des CSL avec leur 
microenvironnement. 
 
'¶DSUqV OHVGRQQpHVSXEOLpHVSUpFpGHPPHQWSDU O¶pTXLSHPRQWUDnt que GSK3ɴ représente une nouvelle 
YRLH GH FKLPLRUpVLVWDQFH GHV FHOOXOHV OHXFpPLTXHV DGKpUHQWHV HW FHOOHV G¶DXWUHV pTXLSHV VXJJpUDQW TXH
O¶LQKLELWLRQGH*6.ɴ Q¶HVWSDVGpOpWqUHSRXUOHV&6+Qous avoQVDORUVpPLVO¶K\SRWKqVHTXH*6.ȕpourrait 
représenter une cible thérapeutique des CSL. 
 
Dans un premier temps, nous avons analysé les grandes étapes mécanistiques de la mise en place de la 
voie GSK3ɴ GDQV OHV FHOOXOHV OHXFpPLTXHV DGKpUHQWHV $LQVL QRXV DYRQV UpYpOp TX¶XQH YRLH
RACK1/PP2A/GSK3ɴ spécifique GH O¶HQJDJHPHQW GH O¶LQWpJULQH ɲ5ɴ UpJXOH O¶DFWLYDWLRQ GH *6.ɴ par 
déphosphorylation et la survie des cellules leucémiques adhérentes. De plus, nous avons montré que dans des 
FRQGLWLRQVG¶DGKpVLRQVXUPDWULFHGHILEURQHFWLQHOHV&6/DXJPHQWHQWOHXUH[pression de la protéine adaptatrice 
RACK1 et la forme activée de la phosphatase PP2A. De façon intéressante, seules les CSL de patients LAM de 
VH[HIpPLQLQUHTXLqUHQWFHWWHYRLHSRXU OHXU VXUYLHHW OHXUFKLPLRUpVLVWDQFH$ O¶RSSRVp OHV&6+GHGRQQHXUV
saiQV GH VH[H PDVFXOLQ SRXUUDLHQW GpSHQGUH GH FHWWH YRLH SRXU OHXU VXUYLH HQ DGKpVLRQ LQGLTXDQW TX¶XQ
changement phénotypique important survient lors de la leucémogénèse dans les deux sexes. Enfin, nous 
PRQWURQV TX¶XQ IODYRQRwGH DX[ SURSULpWpV DQWL-oxydantes et anti-inflammatoires induit spécifiquement 
O¶DSRSWRVHGHV&6/GRQWODVXUYLHGpSHQGGH*6.ɴ͘!
!
,O V¶DJLW GH OD SUHPLqUH GpPRQVWUDWLRQ GX U{OH SUR-survie de GSK3ɴ et de RACK1 dans les CSL et de 
O¶DVSHFWVH[XpGH OD UpSRQVHDSRSWRWLTXHGDQV OHV/$0(WDQW donné que nos résultats préliminaires indiquent 
que les différences observées entre les sexes sont intrinsèques et non G¶RULJLQH hormonale, et que la bibliographie 
récente souligne le rôle pro-tumoral de GSK3ɴ dans les cellules souches pré-cancéreuses, les perspectives de 
recherche de notre travail pourraient être de comprendre les mécanismes de leucémogenèse spécifiques à chaque 
sexe. Ce travail pourrait alors éclairer le rôle de GSK3ɴ dans un nombre croissant de tumeurs, où le genre peut 
avoir ou non une influence. 
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Résumé :  
Les leucémies aiguës myéloïdes (LAM) sont des hémopathies malignes hétérogènes clonales dues à la 
transformation d’une cellule souche hématopoïétique (CSH) ou d'un progéniteur déjà commis vers la lignée 
myéloïde. Un des problèmes majeurs du traitement des LAM est la récurrence de la pathologie post-
chimiothérapie. En effet, après une première réponse favorable, 60% des patients rechutent car le traitement n’a 
pas éliminé les cellules souches leucémiques (CSL), population rare caractérisée par des capacités d’auto-
renouvellement et de reconstitution leucémique après greffe chez l’animal. Les CSL sont protégées par leur état 
de quiescence, de résistance au stress grâce aux interactions adhésives qu’elles établissent avec les différents 
composants du microenvironnement médullaire. L'amélioration du pronostic des LAM requiert l'éradication des 
CSL et l’épargne des CSH, supposant une connaissance de leurs signaux spécifiques de survie.  
 
Dans la littérature, la glycogène synthase kinase 3 !!(GSK3!) est décrite comme un régulateur important 
des interactions adhésives et du cytosquelette, et des voies de survie notamment proximales en aval des 
récepteurs de mort. De plus, son activité métabolique, la place à l’interface de réponses cellulaires face au stress 
oxydant ou nutritif. Enfin, son implication au niveau de la régulation des voies morphogènes et de la réponse 
inflammatoire supporte son rôle potentiel dans le contrôle des interactions des CSL avec leur 
microenvironnement. 
 
D’après les données publiées précédemment par l’équipe montrant que GSK3" représente une nouvelle 
voie de chimiorésistance des cellules leucémiques adhérentes, et celles d’autres équipes suggérant que 
l’inhibition de GSK3" n’est pas délétère pour les CSH, nous avons alors émis l’hypothèse que GSK3! pourrait 
représenter une cible thérapeutique des CSL. 
 
Dans un premier temps, nous avons analysé les grandes étapes mécanistiques de la mise en place de la 
voie GSK3" dans les cellules leucémiques adhérentes. Ainsi, nous avons révélé qu’une voie 
RACK1/PP2A/GSK3" spécifique de l’engagement de l’intégrine #5"1, régule l’activation de GSK3" par 
déphosphorylation et la survie des cellules leucémiques adhérentes. De plus, nous avons montré que dans des 
conditions d’adhésion sur matrice de fibronectine, les CSL augmentent leur expression de la protéine adaptatrice 
RACK1 et la forme activée de la phosphatase PP2A. De façon intéressante, seules les CSL de patients LAM de 
sexe féminin requièrent cette voie pour leur survie et leur chimiorésistance. A l’opposé, les CSH de donneurs 
sains de sexe masculin pourraient dépendre de cette voie pour leur survie en adhésion, indiquant qu’un 
changement phénotypique important survient lors de la leucémogénèse dans les deux sexes. Enfin, nous 
montrons qu’un flavonoïde aux propriétés anti-oxydantes et anti-inflammatoires induit spécifiquement 
l’apoptose des CSL dont la survie dépend de GSK3"$!
!
Il s’agit de la première démonstration du rôle pro-survie de GSK3" et de RACK1 dans les CSL et de 
l’aspect sexué de la réponse apoptotique dans les LAM. Etant donné que nos résultats préliminaires indiquent 
que les différences observées entre les sexes sont intrinsèques et non d’origine hormonale, et que la bibliographie 
récente souligne le rôle pro-tumoral de GSK3" dans les cellules souches pré-cancéreuses, les perspectives de 
recherche de notre travail pourraient être de comprendre les mécanismes de leucémogenèse spécifiques à chaque 
sexe. Ce travail pourrait alors éclairer le rôle de GSK3" dans un nombre croissant de tumeurs, où le genre peut 
avoir ou non une influence. 
  
Mots clés : GSK3!, leucémie aiguë myéloïde, cellules souches leucémiques, intégrines, survie cellulaire, 
dimorphisme de genre. 
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